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RÉSUMÉ 
Toutes les espèces qui possèdent une immunité humorale expriment les 
immunoglobulines de la classe G. Cependant, la combinaison des chaînes lourdes et 
légères diffère entre les diverses espèces. Par exemple, la souris et l'homme expriment 
principalement la chaîne légère lambda (Â.), tandis que le cheval et le boeuf, expriment 
principalement la chaîne légère kappa (K). Les mécanismes responsables de l'expression 
différentielle des chaînes légères des immunoglobulines demeurent encore mal 
connus.Ainsi dans la présente étude, nous nous sommes adressés aux mécanismes de 
réarrangements génétiques et à la génération de la diversité des chaînes légères 
d'immunoglobulines chez le boeuf et chez le cheval. 
Nous avons initialement criblé une bibliothèque d'ADN complémentaire de boeuf 
au moyen des sondes CK et JK sans résultat positif,ce qui suggérerait que les gènes de la 
chaîne légère K étaient rarement transcrits. Des buvardages de type Southern utilisant les 
ADN génomiques de boeuf, de cheval et de souris hybridés avec les sondes CK et JK de 
souris nous ont permis cependant de détecter faiblement la présence des signaux de ces 
régions. En revanche, l'utilisation d'une sonde CÂ.JÂ. de boeuf pour cribler une 
bibliothèque d'ADN complémentaire de bovin "cDNA 5' stretch" a permis le clonâge, le 
sous-clonâge et le séquençage d'un fragment contenant les régions codantes pour "le 
leader, le VÂ., le JÂ. et le CÂ.11 ayant un triplet GTG comme codon d'initiation alternatif à 
ATG. L'isolement de la région variable VÂ. de ce clone et son utilisation comme sonde avec 
l'ADN génomique de boeuf et l'ADN génomique d'hybridomes boeuf-souris, ont montré 
l'existence de plusieurs fragments qui pourraient correspondre à des régions codantes pour 
des JÂ. et VÂ. chez le boeuf. 
1 
L'utilisation des séquences à partir de régions "leader" et JÂ. du clone d'ADN 
complémentaire comme amorces d'amplification a permis le clonage de deux régions 
variables VÂ. par la méthode de "polymerase chain reaction (PCR) à partir d'un ADN 
d'hybridomes boeuf-souris.Le sous-clonage, le séquençage et la comparaison des 
séquences des trois clones obtenus (Bov cDNA Lambda, PCRVl et PCRV2) ont montré 
que le clone Bov cDNA VÂ. est identique au clone PCRV2; par contre, le clone PCRVl 
présente des différences minimes. 
A partir des résultats décrits dans ce mémoire et de ceux d'Ivanov et al., (Gene. 
67. 41-48, 1988) on peut émettre une hypothèse sur les mécanismes de réarrangement des 
gènes d'immunoglobulines et celui de la génération de la diversité des anticorps chez le 
boeuf. En effet, l'expression des chaînes légères K chez le bovin est très faible, donc la 
diversité des chaînes légères serait assurée par les chaînes Â.. Cependant, nos résultats 
révèlent que les régions VÂ. de boeuf ne sont peut-être pas toutes fonctionnelles. Si cette 
hypothèse est vraie, un système différent de génération de la diversité serait présent chez le 
boeuf. En ce sens, il a déjà été rapporté qu'il existe un seul gène codant pour la région V 
des chaînes d'immunoglobulines de poulet. Chez cet animal, la diversité des anticorps 
serait assurée par un phénomène d'hyperconversion entre des régions V fonctionnelles et 
des régions des pseudogènes V qui les flanquent (Reynaud et al., Cell 59. 171-183, 1989) 
.En accord avec cette interprétation, une hypothèse semblable d'hyperconversion vient 
d'être publiée pour expliquer la diversité des chaînes d'immunoglobulines chez le lapin 
(Becker et al., Cell 63, 987-997, 1990) 
L'hypothèse d'hyperconversion est intéressante par le fait qu'elle suggère un 
mécanisme où les pseudogènes jouent un rôle dans la génération de la diversité des 
immunoglobulines. Ce concept pourrait changer l'interprétation actuelle du rôle des 
pseudogènes dans les systèmes de gènes multiples. 
2 
1-INTRODUCTION 
1. 1 Immunité cellulaire et humorale 
Immunité veut dire protection; cette protection est vitale à tous les organismes 
puisqu'ils sont exposés inévitablement à différents agents infectieux provenant du 
milieu extérieur et pouvant être léthaux sans l'existence de systèmes de défense 
efficace. 
Chez les invertébrés, ce système de défense se limite principalement à des cellules 
phagocytaires, macrophages et neutrophiles dont l'action est déclenchée dès 
l'introduction d'une particule étrangère dans l'organisme (Alberts et al., 1989). 
Chez les vertébrés, ce système immunitaire présente beaucoup plus de variation et 
de complexité, ce qui est normal vu les niveaux d'interactions et les multitudes 
d'expositions de ces espèces au sein de leur écosystème. La protection immunitaire 
chez les vertébrés est assurée par les lymphocytes se trouvant dans le sang, la 
lymphe et les organes lymphoïdes ainsi que par les cellules phagocytaires et 
cytotoxiques (Kincade et Gimble,1989). Les lymphocytes sont responsable de 
l'immunité cellulaire et de l'immunité humorale, laquelle est caractérisée par la 
production d'anticorps (immunoglobulines) spécifiques dirigés contre des 
substances antigéniques telles les agents infectieux, les parasites, les protéines, les 
polysaccharides et autres. Les lymphocytes B, qui chez les mammifères se 
développent dans la moëlle osseuse, le foie foetal, ou la bourse de Fabricius chez 
les oiseaux, sont les cellules productrices des anticorps. La réponse immunitaire à 
médiation cellulaire elle, est assurée par les lymphocytes T qui se forment dans le 
thymus. 
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A la suite de la découverte des anticorps, et dans le but d'expliquer leur spécificité, 
la théorie sélective émise par Ehrlich en 1905 a proposé la production naturelle 
d'anticorps.Par la suite, la théorie instructive d'Heidelberger et Kendell (1930) a 
proposée que l'anticorps prenait la forme complémentaire à l'antigène durant le 
processus de reconnaissance anticorps-antigène. Plus tard, la théorie de la sélection 
clônale par Burnet, (1960) a donné la première explication cohérente de la 
spécificité. Selon cette théorie, il y aurait génération d'un grand répertoire de 
cellules pré-B ayant des anticorps à spécificité diverse à leurs surf aces. Par la suite, 
l'introduction de l'antigène provoquerait une stimulation clônale des cellules ayant 
l'anticorps de surface le plus spécifique, ce qui déclencherait la division cellulaire au 
sein du clone choisi, la différentiation et finalement la sécrétion de l'anticorps voulu 
par les lymphocytes B matures (Silverstein, 1989) 
1. 2 Description et structure tridimensionnelle des anticorps 
Les immunoglobulines ont une structure en quatres chaînes polypeptidiques: deux 
chaînes légères (L) identiques de 220 acides aminés chacune, ainsi que deux 
chaînes lourdes (H) identiques de 440 acides aminés chacune. Les quatre chaînes 
sont liées par des ponts disulfures (S). 
La digestion d'un Ac par la papaïne génère trois fragments représentant les deux 
différents sites fonctionnels de l'Ac correspondant à deux fragments Fab contenant 
les sites de liaison antigéniques au sein des N termini et un fragment Fe qui réagit 
avec les récepteurs de systèmes effecteurs variés. Ce fragment est également 
responsable de la réponse sérologique (Hansen et al., 1989) Il existe cinq classes 
différentes de chaînes lourdes procurant chacune des propriétés biologiques 
différentes de l'immunoglobuline qu'elles forment : les chaînes a., 8, e, Â, etµ 
4 
correspondant à l'IgA, l'IgD, l'IgE, l'IgG, l'IgM. Pour ce qui es t des chaînes 








Fig. 1 Schéma de la structure d'un anticorps. C: région constante, V: région variable, J: 
région fonction, D: région diversité et CDR: "complementary determining 
region", (Rathbun et al., 1989). 
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Les résultats de séquences d'acides aminés des immunoglobulines ont permis de 
constater que chacune des quatres chaînes peptidiques formant l'anticorps est 
constituée de segments répétitifs se repliant indépendamment pour former une unité 
fonctionnelle compacte ou domaine. En effet, chaque chaîne lourde est constituée de 
trois domaines constants (CHl, CH2, CH3), à l'exception des chaînes lourdesµ et 
e qui ont quatres domaines constants, ces domaines formant la region Fe sont 
responsable des propriétés effectrices de l'anticorps. La chaîne lourde est également 
formée d'un domaine variable (VH) tandis que chaque chaîne légère est constituée 
d'un seul domaine constant (CL) et d'un domaine variable (VL). 
Au sein des domaines variables des deux types de chaînes lourdes ou légères, il 
existe des régions FR ou "Frame-work" dont les séquences sont relativement 
conservées par rapport aux régions hypervariables CDR ou "complementary 
determining regions" qui comprennent le plus de variabilité et constituent donc le 
coeur de la diversité et de la liaison des différents antigènes. 
Les analyses cristallographiques ont montré que la structure tertiaire des domaines 
constants et variables forme un baril f3 qui contient deux feuillets de chaînes f3 
antiparallèles: un des feuillets possède quatres chaînes f3 et l'autre trois chaînes f3 
liées par un pont disulfure qui stabilise la structure. Ces chaînes f3 sont également 
caractérisées par l'alternance de résidus d'acides aminés hydrophobes orientés vers 
l'intérieur permettant de stabiliser la liaison entre les deux feuillets, et de résidus 
hydrophiles à orientation extérieure permettant l'interaction entre les chaînes f3. Ces 
dernières sont jointes par des boucles qui contiennent, dans le cas du domaine 




Fig. 2 Schéma de la structure tertiaire des domaines V et C de la chaîne légère 
d'immunoglobulines. (Hasemann et Capra, 1989) 
Le domaine constant assume la même structure générale que le domaine variable 
à l'exception de la présence de résidus conservés et de l'absence d'une paire de 
chaînes p supplémentaires qui existe dans le domaine variable. L'absence de ces 
deux chaînes p rapproche les deux résidus cystéines de la région constante et 
supprime une boucle qui, dans le domaine variable, comprend un CDR et crée 
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avec les deux autres boucles CDRs un site en crevasse stabilisé par les FRs. Les 
sites hypervariables CDRs sont cruciaux à l'interaction avec l'antigène au sein du 
complexe anticorps - antigène. Cette interaction se fait, grâce à des liaisons non 
co-valentes (hydrogène et van der Waals). La plus petite variation dans les résidus 
et la charge d'acides aminés des CDRs affecte la liaison et l'affinité de l'anticorps 
pour l'antigène (Hasemann et Capra, 1989) 
1. 3 Superfamille des gènes d'immunoglobulines 
Les réponses immunitaires chez les vertébrés sont médiées par un système 
complexe d'éléments de reconnaissance qui possèdent un même précurseur 
évolutionnaire. Les gènes qui codent ces familles de molécules, entre autres les Igs, 
TCRs, MHC classe I, MHC classe II et certains récepteurs biologiques, font partie 
de la superfamille des gènes d'immunoglobulines (IgGSF) qui, associés à d'autres 
facteurs, assurent la diversité du système immunitaire. 
1. 4 Mécanismes génétiques gouvernant l'expression des anticorps. 
1. 4 .1 Diversité des immunoglobulines 
La capacité d'un système vertébré à se protéger des diverses attaques extérieures 
réside dans la diversité de son système immunitaire, entre autre, la capacité de 
produire des immunoglobulines dont une grande partie de la diversité provient de 
leur organisation génétique, par exemple. 
1. 4 .1.1. Multiplicité des gènes des immunoglobulines. 
Au sein du génome il existe plusieurs gènes codant pour les régions constantes (C), 
jonction (J), diversité (D) et variable (V) des chaînes lourdes et légères des 
immunoglobulines. Le nombre de ces gènes codant varie d'une espèce à l'autre. 
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Sachant que l'interaction anticorps-antigénes se fait au niveau du domaine variable, 
la multitude du nombre de gènes (V) codant pour ce domaine constitue un facteur 
important de diversité. En effet, chez la souris il existe entre 250 et 1000 gènes VH, 
70 à 250 gènes VK'. et deux gènes VÂ. (Lieber, 1991) 
1. 4 .1. 2. Réarrangements génétiques. 
L'expression des gènes des différentes chaînes d'immunoglobulines nécessite des 
réarrangements au sein de l'ADN au niveau du locus V donnant une succession 
VH-D-lli pour les chaînes lourdes et VL-JL pour les chaînes légères. Ensuite, un 
épissage au niveau de l'ARN messager permet la formation de transcrits matures 
VH-D-lli-CH et VL-JL-CL qui seront traduits et donneront comme résultat final 
l'immunoglobuline quadrichaîne. Le rôle de ces réarrangements dans la diversité est 
complémentaire à celui de la multiplicité des gènes par le fait du grand nombre de 
combinaisons possibles entre les différents segments de gènes des différentes 
régions ainsi que les combinaisons entre différentes chaînes lourdes et légères 
exprimées. 
1. 4 .1. 2 .1 Mécanismes de réarrangements 
Grâce à l'étude des différents systèmes immunogénétiques, certains mécanismes de 
réarrangements sont prouvés tandis que d'autres mécanismes théoriques sont 
énoncés. 
1.4.1.2.1.1 Signaux de recombinaison 
Pour accomplir les différents mécanismes de réarrangements, il existe des signaux 
de recombinaison qui sont des séquences d'ADN incluant des nanomères et des 
heptamères, placés du côté 3' des régions codantes pour les regions V, et du côté 5' 
des régions codantes D et J. 
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1.4.1.2.1.2. Délétion 
Lors de ce mécanisme de réarrangement, les signaux de recombinaison se 
rejoignent formant une boucle de la région existante entre les gènes à réarranger. La 
boucle est ensuite excisée, formant un épisome qui est écarté et résultant en deux 
gènes rapprochés retrouvés par séquençage dans le même sens d'orientation avant 
et après le réarrangement. 
1.4.1.2.1.3. Inversion 
Toujours grâce aux séquences signal, un rapprochement des deux gènes à 
réarranger se fait, mais dans ce cas, une inversion de séquences entre les gènes V et 
J donne deux gènes réarrangés à orientation inversée et un produit réciproque qui 
est la fusion des signaux de recombinaison retrouvé au sein du chromosome. 
1. 4 .1. 2 .1. 4 Echange inégal entre chromatides soeurs 
Dans ce cas, le réarrangement se fait entre deux gènes localisés sur les deux 
chromatides soeurs du même chromosome, à l'aide des signaux de recombinaison. 
1.4.1.3 Organisation des loci des gènes d'immunoglobulines 
1. 4 .1. 3 .1 Organisation du locus de gènes d'immunoglobulines de 
souris. 
Le locus pour les chaînes lourdes d'immunoglobulines de souris est localisé sur le 
chromosome 12. Il comprend entre 250 et 1000 segments codant pour les régions 
variables (VH). Les gènes codant pour les régions diversité (D) sont divisés en 3 
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familles contenant deux gènes de la famille DFL 16, 8 à 10 gènes de la famille 
DSP2 et un gène de la famille DQ52. 
Le locus comprend également 4 segments JH suivis des régions CH. Pour les 
chaînes légères K, 70 à 250 gènes VK, 5 gènes JK et les CK constituent ce locus qui 
est localisé sur le chromosome 6 de la souris. Finallement, deux gènes VÂ, 4 gènes 
JÂ et 2CÂ constituent le locus des chaînes légères Â localisées sur le chromosome 
16. Au sein de ce locus les VÂ sont suivis d'une alternance de JÂ et CÂ (Rathbun et 
al., 1989) 
approx. 250-1000 VHgenes Dn16 ?8 0 052 JH CH 
lllllllllllllllllllllllll \\ Il ·~ 111111111111 \~ lgH 
--> 4 ) 
Vr:: 
approx. 70-250 VK genes J ., Cr:: 
~11~111111~11111~1~111111~11111~1~1t----.~,r---1tl111~11~~~- IQK 
( --> (-4 
lg). 
Fig. 3 Organisation du locus des gènes d'immunoglobulines de souris (Lieber, 1991) 
1.4 .1.3 .2 Organisation des gènes d'immunoglobulines humaines. 
L 'organisation est semblable à celle de la souris sauf quelques variations dans le 
nombre de segments et la localisation chomosomale. Pour la chaîne lourde, le locus 
est localisé sur le chromosome 14 chez l'homme avec 60 à 70 segments variables 
(VH), 9JH et un nombre assez large, mais indéterminé de segments diversité D 
(Matsuda et al.,1987) . Le chromosome 2 humain comprend le locus pour les 
chaînes légères K avec 15 à 50 gènes VK, 4JK et lCK, tandis que le chromosome 22 
comprend le locus pour les chaînes légères Â avec un nombre indéterminé de VÂ, 
6JA et 6CÂ (Mocikat et al., 1987) 
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Vxf . .. n JCÀI 
Fig. 4: Organisation du locus des chaînes légères Â chez l'humain (Selsing et al., 1989) 
1.4.1.3.3 Séquences "signal" et facteurs de recombinaison 
Le réarrangement des gènes d'immunoglobulines se fait grâce à un mécanisme de 
recombinaison qui nécessite trois facteurs: un facteur de liaison à l'ADN, un facteur 
d 'activité endonucléolytique et un facteur de liaison des gènes réarrangés. Ce 
mécanisme de recombinaison débute par la reconnaissance de séquences "signal" au 
sein de l'ADN qui sont des héptamères (CACTGTG) et nonamères (GG l l l l IGT) 
localisés à proximité de tous les gènes d'immunoglobulines du côté 3' du V et du 
côté 5' du D et du J. Après les segments V entre l'heptamère et le nonamère existe 
un segment séparateur (spacer) de 12 et 23 paires de bases constituant 
respectivement un et deux tours d'hélices (Tonegawa,1983) 
Durant la recombinaison, les 12 et 23 nucléotides du "spacer" forment un motif 
reconnaissable par un facteur protéique se liant à l'ADN et permettant ainsi la 
catalyse de ce mécanisme. Dans le cas des chaînes lourdes d'immunoglobulines, le 
modèle (V -heptamère-12pb-nonamère-ADN-heptamère-23pb-nonamère- J) n'est 
plus approprié puisqu'une région D sépare le V et le J, le modèle valable est (V 
-heptamère-23pb-nonamère-ADN-nonamère-12pb-heptamère-D-heptamère-12pb-
nonamère-ADN-nonamère-23pb-heptamère- J) dans ce cas la jonction DJ se fait en 
premier suivi de la jonction V-DJ. Les séquences "signal" ainsi que l'ADN entre les 
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segments est excisées, tandis que les régions D-J et V-D subissent une activité 
éxonucléasique au niveau des bouts 3' du segment D, 5' du segment J, 3' du 
segment V et 5' du segment D. Par la suite une resynthèse "de novo" aux mêmes 
endroits ajoute des nucléotides grâce à une déoxynucléotidyl-transférase qui ajoute 
les nucléotides G et C de préférence. La région nouvellement synthétisée ou N 
(pour "new") peut, si le nombre de nucléotides rajouté est différent d'un multiple de 
3, endommager le cadre de lecture, ce qui donne lieu à des réarrangements aberrants 
(Shatz et Baltimore, 1988). Dans le cas où le nombre de nucléotides ajoutés est un 
multiple de 3, les variations de séquences constituent un autre facteur de diversité. 
Des facteurs d'activation de gènes de recombinaison ont été clonés (RAG-1 et 
RAG-2). Ces facteurs protéiques se lient à l'ADN et semblent être nécessaires à 
l'activation de la recombinase permettant ainsi les réarrangements des gènes 
d'immunoglobulines (Shatz et Baltimore, 1988). 
1. 4 .1. 3. 4. Mécanismes de changement de classe 
Chaque mécanisme de réarrangement au sein du domaine variable VDJ ou VJ de 
chaînes d'immunoglobulines augmente la diversité du site d'interaction avec 
l'antigène. Au niveau du domaine constant, des réarrangements donnent également 
des options diverses assurant les activités effectrices des anticorps. En effet, des 
séquences "S" ou "Switch" (très homologues entre l'homme et la souris) existent et 
sont localisés en aval du locus J et en amont et aval de chaque famille de gènes C 
(Cµ, Cô, Cy Ce et Ca) formant les lgM, IgD, IgG, lgE et IgA. Les séquences "S" 
constituent des signaux de recombinaison permettant des réarrangements par 
excision des régions constantes intermédiaires ou proximales et rapprochant ainsi 
une région C plus distale. Ces réarrangements créent des sites d'épissage alternatifs 
et donnent ainsi des ARN messagers qui codent pour des immunoglobulines 
secrétées (lgM), ou des immunoglobulines membranaires. De cette manière, 
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l'option d'exprimer des chaînes constantes différentes permet une diversité des 
fonctions effectrices (Honjo et al., 1989). 
1. 4 .1. 3. 5 Mutations somatiques 
Dans les lymphocytes B mature les séquences des régions variables des chaînes 
d'immunoglobulines secrétées, présentent des taux de différences élevées par 
rapport aux séquences des gènes V au sein de la lignée germinale. Le taux de 
mutation est de lQ-4 par nucléotide et par replication. Pour fin de comparaison, le 
taux normal de mutation spontanée est de 10-8 par nucléotide et par replication. Ce 
phénomène a été expliqué par la théorie de mutation somatique au niveau des 
régions variables et contriburait à la diversité d'expression des immunoglobulines. 
La mutation somatique a été décrite comme un phénomène de maturation par affinité 
(Griffiths et al., 1984) 
1. 4. 2 Exclusions allèliques et isotypiques 
Ces deux théories énoncent qu'au sein d'un lymphocyte B, un seul allèle de chaînes 
lourdes et légères est exprimé, (exclusion allèlique) et qu'un seul type de chaînes 
légères est exprimé, soit Â. ou k (exclusion isotypique).Concemant l'exclusion 
isotypique, Hood et Gray, (1966) ont étudié la distribution des chaînes légères K et 
Â. chez différentes espèces.Ceci a mis en évidence de grandes variations 
d'expression de ces chaînes d'une espèce à l'autre. Par exemple, chez la souris et 
l'homme la chaîne légère K est celle qui est exprimée de façon dominante.Par 
contre, chez le boeuf il y a expression de 10% de chaînes K et 90 % de chaînes Â. 
alors que chez le cheval, Hood, (1966) a estimé une expression de 100% de chaînes 
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Â. et l'absence de chaînes K. Les études structurales du Dr David Gibson sur les 
chaînes légères des immunoglobulines de cheval ont montré que 7 à 8 % de 
séquences NH2 terminales étaient typiques des chaînes légères K chez cette espèce 
(Gibson, 1974) Ces résultats ont incité le Dr Gibson à se pencher sur l'étude de 
cette différence d'expression de chaînes K et Â. chez le boeuf et le cheval qui ont une 
faible expression de chaînes K et une forte expression de chaînes Â.. 
Si les chaînes K ne sont pas exprimés, les gènes codant ces chaînes sont-ils délétés? 
Ou encore, sont-ils présents dans le génome mais non exprimés? Si tel est le cas, 
quel est le mécanisme de cette régulation négative? Y a-t-il des répresseurs? S'ils 
existent, comment agissent-ils? Du point de vue diversité, cela ne cause-t-il pas une 
diminution de variabilité? La chaîne Â. est-elle donc la seule chaîne légère assurant la 
diversité? Son système est-il assez complexe pour cela? Comment la diversité avec 
Â. est-elle générée? Y a-t-il un mécanisme distinct régissant les mécanismes de 
réarrangements chez ces espèces? Ou s'agirait-il seulement de facteurs classiques 
comme la multiplicité de gènes V'A.? En plus de cette différence d'expression, y 
aurait-il une différence de fonction entre K et 'A.? Dans le cas affirmatif, ceci a-t-il 
une influence sur l'expression de l'une ou l'autre des chaînes légères? 
Pour essayer de répondre à ces questions, Le clonage et le séquençage des gènes K 
et Â. de ces espèces (boeuf et cheval à faible expression K et forte expression Â.) a été 
entamé. Nous avons voulu déterminer le nombre de gènes existants, leur structure 
et fonction, ainsi que leur mode de régulation. C'est donc dans ce but que le projet 
décrit dans ce mémoire a été initié. 
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2-MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2 .1 Préparation de l 'ADN génomique 
Les techniques de préparation d'ADN génomique à partir de tissus de mammifères 
sont décrites dans Sambrook et al., (1989). 
2.1.1 À partir du foie et de la rate de boeuf et de cheval 
À l'abattoir, des tissus minces de foie et de la rate sont excisés, ensuite 
rapidement congelés dans de l'azote liquide. Au laboratoire,les tissus sont 
pesés (lg < poids < 1.5 g), puis broyés au mortier sur glace jusqu'à 
l'obtention d'une poudre . Cette poudre est transférée dans un tube de 50 
ml avec l'addition de 10 ml de tampon de lyse (Tris-HCl 20 mM, SDS 
0.5%, EDTA 0.5mM, NaCl O.lM à pH 7.8) par gramme de tissus. Le 
tout est resuspendu et trois extractions au phénol sont effectuées, suivies 
d'une extraction au chloroforme et d'une extraction à l'éther.De la RNase 
50 µg/ml et ensuite ajoutée et le tout est dialysé (16-24 h) à 37°C dans un 
tampon à dyalise (Tris-HCl lM, EDTA 250mM, NaCl 2M, pH 7.8). La 
concentration de l'ADN est estimée par lecture de la densité optique à 260 
nm. Une D.O d'une unité correspond approximativement à 50 µg /ml 
d'ADN double brin. 
2. 1. 2 À partir de rein de souris. 
Le rein fraîchement extrait est homogénisé à froid (homogénisateur 
Wheaton Scientific) en ajoutant un tampon LST (2mM Tris-HCI, 10 mM 
NaCl, 3 mM MgC!i, pH 7.4). Le mélange est centrifugé puis le culot est 
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resuspendu dans du tampon ACE (50 mM Na acétate, 10 mM EDTA pH 
5.1). Du SDS est ajouté à une concentration finale de 1 %, une incubation 
d'une heure sur glace est effectuée et ensuite on procède à une extraction 
au phénol/ACE, une extraction au chloroforme/alcool isoamylique (24:1) 
puis une précipitation par l'addition d'l ml d'éthanol 98%. Finalement, 
l'ADN est enroulé autour d'une tige de verre stérile et resuspendu dans du 
tampon TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA à pH 7 .5). 
2 .1. 3 À partir de cellules d 'hybridomes (boeuf-souris) 
Les cellules hybridomes (boeuf-souris) sont récoltées, centrifugées et 
lavées avec 10 ml de tampon PBS (NaCl, lOOmM, KCl, 2mM, 
Na2HP04, lOmM et KH2P04, 2mM pH 7.4) puis recentrifugées, 
décantées et le culot est resuspendu dans 4 ml de tampon A et de 
protéinase K 50µg/ml (tampon A: 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 10 mM 
NaCl, 0.5% SDS à pH 7.9). La suspension est préincubée pendant une 
heure à 37°C avant de la mettre sur agitateur rotatif pour la nuit à 20°C. 
Une extraction au phénol{fE est ensuite effectuée, suivie d'une extraction 
au phénol/chloroforme/TE et une extraction au chloroforme. Le 
surnageant est ensuite précipité dans du NaCl 0.3 Met de l'éthanol 99%. 
L'ADN est enroulée autour d'une tige de verre, lavé à l'éthanol 70%, 
séché sous vide puis resuspendu dans du tampon TE contenant de la 
RNase (20 µg/ml). Finalement on met la suspension sur agitateur rotatif 
pour quelques jours à 4 °C afin de solubiliser l'ADN. 
2.2 Digestion de l'ADN avec les enzymes de restriction 
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Les enzymes de restriction sont utilisés pour la digestion de l'ADN génomique, 
dans le but de faire des électrophorèses et des buvardages de type Southern.Ils sont 
également utilisés lors des digestion impliquées dans les étapes de clonage, sous-
clonage et séquençage. Ces enzymes utilisent différents tampons à différentes 
concentrations et requièrent différentes températures. 
2. 2 .1 Utilisation du tampon OPA 
Tableau 1 Conditions utilisées pour les réactions des différentes 























































2. 2. 2 Utilisation de tampons spécifiques 
Tableau 2 Composition des tampons spécifiques utilisés lors des 
digestions par les enzymes de restriction. 





Apal, Smal 100 mM Tris HCl (pH 7 .5), 100 mM MgCl2 
10 mM DTT et 500 mM KCI 
Bamlll, EcoRI, 500 mM Tris HCl (pH 7 .5), 100 mM MgCh 
Sail lOmMDTTet 1 MNaCl 
Clal, Sacl 100 mM Tris HCl (pH 7 .5), 100 mM MgCh 
lOmMDTT 
HindIII, PSTI, 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 100 mM MgCh, 
PvuII , Xhol 10 mM DTT, 500 mM NaCl. 
Afin de digérer l'ADN de façon efficace, on évite d'utiliser une trop 
grande concentration d'ADN à digérer par rapport au volume final. 
L'enzyme est utilisé à 5 unités par µg d'ADN, le tampon lOx à 1/10 du 
volume final (pour les tampons spécifiques on ajoute 100 µg/ml de BSA 
et 20 mM de DTT). Lors d'une double digéstion, la concentration finale 
en tampon doit être ajustée par rapport à la première digestion. 
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2.3 Electrophorèses sur gels 
2.3.1 Gels d'agarose 
C'est une technique rapide de séparation, d'identification et de purification 
de fragments d'ADN. Un ADN double brin linéaire migre à travers le gel 
dont le pourcentage en agarose est inversement proportionnel au 
logarithme de sa masse moléculaire et il existe une relation linéaire entre le 
logarithme de la mobilité électrophorétique de l'ADN et la concentration 
du gel; ainsi, plus la concentration d'agarose augmente, mieux on sépare 
les petits fragments d'ADN. Un gel de 0.3% d'agarose sépare des 
fragments de 60 à 5 Kb, tandis q'un gel de 0.2% d'agarose sépare des 
fragments de 3 à 0.1 Kb. 
On ajoute aux échantillons d'ADN du bleu de Bromphénol (0.1 % bleu de 
Bromphénol, 50% de sucrose, EDT A 10 mM, Tris HCl 10 mM pH 7 .8). 
Ensuite, on chauffe les échantillons témoins 0.H3 et "ladder") pendant 3 
min à 65°C avant l'électophorèse sur gel. 
La migration dure 1.5 heure pour un mini-gel et de 2 h à 3 h pour un gel 
moyen. Le courant est de 50 V et le tampon est du T AE (0.04 M Tris 
acétate 0.002 M EDTA). Le gel est coloré au bromure d'éthidium et la 
fluorescence est décelée sous les lumières UV (254 nm), ce qui permet de 
prendre des photos. Les films utilisés sont des films Polaroïd (type 57 
haute rapidité). Afin de déterminer la taille des fragments d'ADN, des 
fragments de taille connues sont utilisés comme référence. La référence 
lKb "ladder" donne des fragments de 12.216 Kb à 210 pb, la référence 
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Â..H3 donne des fragments de 23Kb à 125 pb, tandis que la référence 
<j>x174 Haeill donne des fragments de 1353 pb à 72pb. 
2.3.2 Gels d'agarose à basse température de fusion 
Ces gels servent à isoler l'ADN par électroélution pour le clonage ou pour 
la préparation de sonde par la méthode "multiprime". La bande de gel 
contenant l'ADN est chauffée à 65°C et peut être refroidie à 37°C sans se 
solidifier. L'électrophorèse faite avec ce type de gel demande un temps de 
migration plus long dans du tampon TAE à 50 V afin d' éviter la fusion 
du gel. 
2.3.3 Gels d'agarose "NuSieve" 
Ces gels permettent une meilleure résolution des petits fragments d'ADN. 
A cause de leur fragilité ces gels doivent contenir 3% d'agarose 
"N uSieve" et 1 % d'agarose Le courant est de 50 V et le tampon est du 
TAE. 
2.3.4 Gels d'acrylamide 
Ces gels permettent une résolution encore plus grande que les gels 
d'agarose "NuSieve". Dans notre cas, un gel d'acrylamide à 5% de 
concentration finale et a été utilisé afin de mettre en évidence les fragments 
d'ADN amplifiés par PCR. La composition pour un volume de lOOml 
est:16.6ml de la solution 30% acrylamide (acrylamide 29g, N,N'-
méthylènebisacrylamide, lg dans lOOml d'H20), 20ml du tampon TBE 
5x ( 500mM Tris-borate et lOmM EDTA, pH 8 ), 62.7 ml d'H20, 0.7ml 
de persulfate d'ammonium et 35 µl de TEMED). La migration est 
effectuée dans du tampon Tris borate lx à 100 V pendant 2 à 3 heures, 
suivie de la coloration au bromure d'éthidium et de la visualisation. 
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2.4 Buvardage de type Southern 
Cette technique permet le transfert par capillarité de l'ADN de l'agarose à une feuille 
de nitrocellulose. Le gel est prétraité avec du HCl 0.25 N pendant 15 min pour 
dénaturer l'ADN, du NaOH 0.4 Net NaCl 0.6M pendant 30 min pour dénaturer 
l'ADN, du NaCl 1.5 Met du Tris-HCl 0.5 M à pH 7.5 pendant 30 min pour 
neutraliser le gel. Le nitrocellulose est mouillé dans de l'eau déionisée puis placé 
dans du tampon lOxSSC pendant 15 min Oe tampon lOxSSC est composé de NaCl 
1.5M, citrate de sodium 0.15M, à pH 7.0). Le buvardage se fait par capillarité en 
utilisant des éponges à papier pendant 24 heures ou à l'aide de l'aspirateur à vide 
"vacuum blot" (TYLER Research Instruments) pendant une heure. Le nitrocellulose 
est ensuite traité par du N aOH 0.4 N de 30 à 60 secondes puis par du tampon Tris-
HCl 0.2 Met du tampon 2xSSC à pH 7.5 pendant 10 à 15 min. Enfin le filtre est 
séché à l'air et est alors prêt pour la préhybridation et l'hybridation. 
2. 5 Construction d'une bibliothèque génomique dans le bactériophage 
Â.L47 
2. 5 . 1 Vecteur de clonage 
Les techniques de clonage utilisées sont toutes décrites dans (Sambrook et 
al., 1989). Deux bibliothèques d'hybridomes (boeuf-souris) de 17.5 et 
22Kb ont été construites dans le bactériophage Â.L47. Ce vecteur de 40.6 
Kb est utilisé pour le clonage de grands fragments d'ADN générés par 
digestion avec les enzymes de restriction : EcoRI, Hind m et Barn m 
(Pharmacia). 
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Dans le cas de ces deux fragments de 17 .S et 22Kb, c'est l'enzyme EcoRI 
qui est utilisé pour le clonage 
2. 5. 2 Préparation du fragment à cloner 
L'ADN génomique a été préparé à partir d'hybridomes (boeuf-souris) 
NS 1 R2 (réarrangement type 2) appartenant au lot 14.9 et 14.8 des 
préparations d'ADN (voir section 2.1.3). Cet ADN est digéré par 
l'enzyme EcoRI, séparé sur gel d'agarose suivi d'un buvardage de type 
Southern. La nitrocellulose est hybridée avec une sonde CSBE8 de 500 pb 
clônée à partir d'un cDNA de bovin et contenant les fragments CÂ. et JÂ.. 
L'autoradio gramme a révélé deux bandes; une de 22 Kb et l'autre de 17 .S 
Kb. Une grande quantité du même ADN digéré par l'enzyme EcoRI est 
mise sur gel d'électrophorèse afin d'électroéluer et de purifier les deux 
fragments indépendamment Les régions du gel contenant les fragment de 
22 Kb et 17.S Kb sont localisées, coupées puis les bandes sont mises 
dans des sacs à dialyse en présence de tampon 0.SxTBE stérile. L'ADN 
est electroélué en appliquant un courant électrique de 100 V pendant 2 à 3 
heures, suivi de 2 minutes à polarité inversé. L'ADN est purifié 
directement par deux extractions au phénol (lx le volume de la suspension 
d'ADN), une extraction au phénol/chloroforme (lx le volume du 
surnageant) et une extraction dans un volume égal de chloroforme.L'ADN 
est ensuite précipité dans de l'acétate de sodium 0.3 M et 1 ml d'éthanol 
99%. Le culot d'ADN est lavé avec lml d'éthanol 70% et resuspendu 
dans du tampon TE (pH 7 .6). 
2. 5. 3 Ligation de l 'ADN recombinant et encapsidation du vecteur in 
vitro. 
23 
Les fragments d'ADN d'hybridomes ainsi que l'ADN du bactériophage 
Â.L47 sont digérés avec l'enzyme de restriction EcoRI. Ensuite la ligation 
est effectuée (avec des rapports insert /vecteur qui sont respectivement de 
3:1, 2:1et1:1) dans un tampon de ligation (70 mM Tris 7mM MgCli, 10 
mM DTI et lmM ATP) en présence de la T4 DNA ligase (1 unité/2ng 
d'ADN) pendant 16 heures à 14°C. Afin d'amplifier cet ADN 
recombinant, on le transforme en élément viral capable d'infection en 
ajoutant les extraits protéiques (FIL et SE) nécessaires à la formation de 
l'enveloppe et de la capside virale. L'ADN recombinant est mis dans du 
tampon A (3mM MgC!i, 0.05% mercaptoethanol, lmM EDTA, 20mM 
Tris à pH 8.0), du tampon M (0.2% B-mercaploéthanol, 6mM Tris, pH 
8.0). La réaction d'encapsidation est effectuée pendant deux heures à la 
température de la pièce avec l'addition de FIL aprés la première heure. Le 
tout est mis dans du tampon SM (lOOmM NaCl, 8mM MgS04, 0.01 % 
gélatine et 50mM Tris à pH 7 .5) puis conservé à 4 °C. 
2. 5. 4 Titrage et amplification du bactériophage recombinant 
Les particules virales recombinées sont encapsidée, donc infectieuses, et 
elles sont amplifiées grâce à la souche bactérienne NM539 qui est 
restrictive (ne permettant que la croissance des bactériophages 
recombinants). La souche NM539 est mise en culture liquide à partir 
d'une colonie unique dans du bouillon de culture T contenant 0.2% de 
maltose (lOOµVml de solution de maltose 20%). L'incubation est effectuée 
à 37°C jusqu'à ce que la densité optique à 600 nm soit égale à 2 
(approximativement 16 heures d'incubation). Deux cents µl de la culture 
bactériénne sont incubés avec différentes dilutions du bactériophage 
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recombinant pendant 20 min. à 37°C, ensuite trois ml du bouillon de 
culture L avec 7% d'agarose sont ajoutés à la suspension et le tout est 
étalé sur des boîtes de Pétri contenant du milieu du bouillon de culture Let 
1.5% d'agar. Les boîtes de Pétri sont incubées à 37°C pendant la nuit et le 
titre de la suspension du bactériophage recombinant est ensuite calculé en 
tenant compte du nombre des plaques formées et de la dilution utilisée. 
Tableau 3 - Composition des milieux de culture 
Composants 
Bactro-tryptone (Difco) 
















1.2% agar dur 0.7% agar mou 
L'amplification de la bibliothèque se fait de la même façon mais à plus 
grande échelle. Ainsi, sachant le titre du bactériophage recombinant, on 
incube un volume d'une dilution donnant à peu près lü4 PFU avec 2 ml 
d'une suspension de bactéries NM539 et 30 ml de milieu à agar mou, 
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ensuite on étale le tout dans des grandes boîtes de Pétri (21 cm x 21 cm) et 
on incube à 37°C pendant la nuit 
2. 6 Purification du bactériophage recombinant 
Des plages de phages recombinants (4xlü4 PFU) sont préparées dans Quatre 
grandes boîtes de Pétri, diffusées dans 50 ml de milieu SM (NaCl 5.8g, 
MgS04.7H20 2g, 50ml Tris HCl lM pH 7.5 et 5ml de gélatine 2% pour un 
volume d'un litre) contenant 1 % de chloroforme et incubées à 37°C pendant 15 min 
pour permettre la lyse complète des bactéries transformées. Par la suite on ajoute du 
NaCl à une concentration finale d'lM et du polyéthylène glycol PEG à une 
concentration finale de 10%. Le tout est mis sur glace pendant 90 minutes puis 
centrifugé à 8,500 rpm (rotor JA 14 Beckman) pendant 30 minutes à 4°C. Le culot 
de phages est suspendu dans du milieu SM. Trois extractions au chloroforme (lx 
le volume de la suspension) sont faites et la phase aqueuse contenant l'extrait de 
phages est additionné de 0.4g par ml de chlorure de césium. La purification finale 
est effectuée par centrifugation sur un gradient discontinu de chlorure de césium de 
la façon suivante, On prépare deux solutions de chlorure de césium de densité 
différentes dont l'une contient 1.65 g/ml de CsCl dans du milieu SM et dont l'indice 
de réfraction est de 1.3942. L'autre solution contient 1.35 g/ml de CsCl dans 30 ml 
de milieu SM et son indice de réfraction est 1.3678. La suspension de phages est 
ajustée à une densité de 1.15g /ml de CsCl (son indice de réfraction est de 1.3488). 
Après avoir préparé le gradient et noté l'interface, la suspension est déposée au 
dessus et le tout est centrifugé à 4°C pendant deux heures à 22,000 rpm.(rotor JA 
14). On perçe le tube au niveau de l'interface et on prélève délicatement la 
suspension de phages purifiée. Cette suspension est titrée en transfectant des 
bactéries NM539 et en comptant le nombre de plages formé par ml. 
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2. 7 Criblage de bibliothèques génomiques et de cDNA 
Dans le but de mettre en évidence le signal d'un clone Â. de bovin contenant le 
fragment VÂ., les deux bibliothèques d'ADN d'hybridomes boeuf-souris NS 1 de 
17.5 et de 22 Kb ainsi qu'une bibliothèque cDNA de bovin dans le bactériophage 
Â.gt 10 possédant une extension du côté 5' (5' stretch) ont été criblées avec une 
sonde C5BE8 faite à partir de cDNA de bovin et contenant les régions CÂ. et JÂ.. 





Les bactéries (2 ml de culture) sont mises en présence de différentes dil-
utions de la suspension de phages des bibliothèques, Le tout est étalé sur 
de grandes boîtes de pétri de milieu L"broth"qui sont incubées pendant la 
nuit à 37°C. Les plages de lyse formées sont transférées sur une a 
membrane "Gene Screen"(Dupont). On utilise deux membranes par pétri: 
un original et un duplicata. Les membranes sont traitées, après le 
transfert. (f ableau 4 ). 
Protocole de traitement des feuilles de nitrocellulose préalable 
au transfert d'ADN 
Composition Temps de traitement Temps de traitement 
filtre original duplicata 
NaOH2M 
NaCl 1.5M 3 minutes 5 minutes 
Tris 0.4M pH 8 
NaC13M 3 minutes 5 minutes 
2xSSC 3 minutes 5 minutes 
Ces temps de traitement sont pour les filtres de grandes boîtes de Pétri. 
2. 7. 2 Conditions de préhybridation 
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2.7.3 
Les filtres sont séchés puis préhybridés en utilisant une solution composée 
de 10% de Dextran sulfate, du NaCl lM et du SDS 1 %, le tout chauffé 
pour aider la dissolution et conservé à 65°C pour empêcher la 
précipitation. Les membranes "Gene Screen" sont ensuite placées dans 
des sacs de plastique avec le mélange. Les sacs sont fermés 
hermétiquement et incubés à 65°C sous agitation pour une période variant 
de 45 minutes à cinq heures. 
Marquage des sondes 
Plusieurs sondes ont été utilisées pour le criblage: Une sonde 
oligonucléotide CK: utilisée pour cribler une bibliothèque cDNA de 
Bovin dans Â.gt 11, les sondes double brin de souris CK:Hl.21 
CK'.Hl.l, JK'.hxl, JKhx2, CKB24 et JK:B24 utilisées pour cribler les 
bibliothèques d'hybridomes boeuf-souris ainsi que pour les buvardages 
de type Southern d'ADN génomique et, finalement, la sonde multiprime 
C5BE8 utilisée pour cribler la bibliothèque cDNA de bovin à extension 
du côté 5' dans le bactériophage Â.gt 10 ainsi que pour les buvardages de 
type Sourhern d'ADN génomique. 
2. 7. 3 .1 Marquage de sondes oligonucléotides synthétiques 
Les oligonucléotides sont dilués dans de l'eau stérile à une concentration 
finale de 10 picomoles par µl. La réaction de marquage contient 80 
picomoles d'oligonucléotides, 5µ1 de tampon lOx de T4 kinase (0.5 M 
Tris HCl pH 7.6, 0.1 M MgCl2, 50mM DTT, 1 mM spermidine et 1 
mM EDTA), 10µ1 de (a-32p) ATP (3000 Curies par mmole) ajoutée, 
25µ1 d'eau et 4µ1 de T4 kinase (7.5 unités par µl). 
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2. 7 .3.2. Sonde à double brin 
L'ADN sous cloné dans le plasmide M13 est dénaturé à 100°C pendant 
4 minutes puis refroidit dans l'azote liquide pendant 20 secondes. 
La réaction de marquage contient l'ADN matrice, l'ADN amorce, 1µ1 de 
DIT lOOmM, 0.5 µl de spermidine 80mM, 0.5 µl de 2mM dGTP, 
d.ATP, dTTP, 5µ1 d'a-32P-dCTP radioactif pour le marquage et 1 µ1 de 
DNA polymérase (Klenow, 4 unités par µl). Le mélange est mis à la 
température de la pièce pendant une heure. Pour arrêter la réaction, une 
solution "stop" (NaOH 250mM, EDTA 5mM et glycérol 50%) est 
ajoutée(l/5 du volume final de la réaction). Un gel dénaturant de 1.5% 
d'agarose à basse température de fusion est préparé en utilisant un 
tampon de NaCl 50mM et dEDTA lmM puis équilibré dans un tampon 
à électrophorèse composé de NaOH 30 mM et dEDTA lmM. La sonde 
est dénaturée par chauffage (3 minutes à 100°C) refroidie sur glace, 
déposée sur le gel et soumise à une electrophorèse à 40 volts pendant 
deux heures. Une exposition autoradiographique du gel (3 minutes) est 
faite de manière à localiser la sonde. Le morceau de gel est coupé et 
conservé à -20°C ou chauffé à 100°C avant le comptage de radioactivité 
et l'utilisation dans les expériences d'hybridation. 
2. 7. 3. 3. Sondes à simple brin 
Le marquage des sondes à simple brin sous clonée dans le vecteur M13 
suit le même protocole bien que l'étape de dénaturation des deux brins 
de Ml 3 est omise. 
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2. 7 .3.4 Sondes marquées par la méthode "multiprime" 
Le fragment d'ADN utilisée comme sonde (C5BE8 ) est de 500 paires 
de bases et contient la région CÂ.. et JÂ. de bovin sous clonée dans le 
plasmide Ml3. Avant la réaction de marquage, le fragment de 500 pb est 
séparé du plasmide M13 par digestion avec l'enzyme EcoRI, et gel 
électrophorètique à basse température de fusion. Le fragment de gel 
contenant l'insert de 500 pb est prélevé. De l'eau stérile est rajoutée (3 
ml/g de gel), le tout est chauffé à 100°C pendant sept minutes. Des 
volumes de 25 à 30 µl, contenant 25 ng d'ADN, sont ensuite conservés 
à-20°C. 
La réaction de marquage comprend 30 µl d'ADN et correspond à 25 ng 
(dénaturé à 100°C pendant 2 minutes et placé à 37°C pendant 10 
minutes), une solution tampon contenant les nucléotides nécessaires à la 
polymérisation (1/5 du volume total de réaction), une solution contenant 
l'amorce (1/10 du volume final), 5µ1 de 32p CTP (50 µCi) et 2 µl 
d'enzyme T4 polymérase (la trousse de marquage ainsi que le protocole 
de réaction provient de la compagnie Amersham). Le mélange est 
incubé de 5 à 24 heures à la température de pièce avant de compter 
l'activité spécifique de la sonde. 
2.8 Hybridation et lavage des filtres 
Pour l'ADN génomique (fütres de buvardage Southern), 1Q6 cpm de sonde sont 
utilisés par ml de solution de préhybridation, tandis que pour l'ADN de phage 
transferé à partir de plages de lyse, 1Q3 cpm de sonde sont utilisés par ml de 
solution de préhybridation. On ajoute 100 µg par ml d'ADN de sperme de saumon 
sonifié (pour éviter les hybridations non spécifiques) et le mélange est dénaturé à 
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100°C pendant 10 minutes puis mis dans le sac où la préhybridation a lieu. 
L'hybridation se fait toute la nuit à 65°C sous agitation. Les filtres hybridés sont 
ensuite lavés deux fois pendant 5 minutes dans du tampon 2xSSC (NaCl 0.3M, 
citrate de sodium 0.03 M). Le troisième lavage est fait pendant 30 minutes à 65°C 
soit dans du SDS 1 % et du tampon 2xSSC ou dans du SDS 0.1 % et du tampon 
0.5xSSC (condition rigoureuse de lavage). Le cinquième lavage est fait avec 100 ml 
de tampon O. lxSSC pendant 30 minutes à la température de la pièce. Les filtres 
sont ensuite séchés et enveloppés dans une pellicule de plastique (Saran Wrap) et 
exposés à un film Kodak XAR-5 à -70°C pendant un ou plusieurs jours. 
2.9 Extraction d'ADN de phages recombinants détectés par criblage 
Le criblage de la bibliothèque cDNA de bovin (à extension du côté 5') dans le 
bactériophage Âgt 10 par la sonde C5BE8 a révélé la présence de six plages 
positives parmi 2 xlo4 PFU. Ces plages ont été isolées, diffusées dans du milieu 
SM, utilisées pour transfecter des bactéries C600Hfl, étalées sur des boîtes de 
pétri, transférées sur membrane puis hybridées avec la sonde C5BE8. Cette étape a 
été refaite jusqu'à purification des clones positifs, puis des lysats de phages ont été 
préparés à partir de ces clones. La méthode utilisée est celle de culture liquide 
(Sambrook et al., 1989). Au cours de cette méthode, une des plages de lyse 
purifiées est mise a diffuser dans du milieu SM avec quelques gouttes de 
chloroforme à 4°C pendant 4 à 6 heures. On prélève 3 x106 PFU de la suspension 
de phage qui sont mises en présence de 1.6 x108 cellules bactériennes (0.1 ml à 
D06oo=2). Le tout est incubé à 37°C pendant 20 minutes. Quatre ml de milieu 
NZCYM sont ajoutés suivi d'une incubation de 9 heures à 37°C sous agitation 
jusqu'à ce que la culture soit claire de tout débris de lyse bactérienne. Cent µl de 
chloroforme sont ensuite ajoutés à la culture, suivi d'une autre incubation à 37°C 
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pendant 15 minutes avec agitation. Les lysats sont transférés dans des tubes et 
centrifugés pendant 10 minutes à 8000 g et 4 °C. Après titration, les lysats sont 
utilisés de la même manière afin d'obtenir des lysats en grandes quantités (1 litre de 
lysats du clone Â.381 est préparé en utilisant 4 x 250ml de milieu NZCYM). Les 
lysats sont ensuite centrifugés sur un gradient de CsCl (section 2.6) afin d'extraire 
l'ADN de phages contenant le clone voulu. (Le titre du lysat Â.381 est de 108 
pfu/ml). 
On ajoute de la RNaseA (lmg/ml) et de la DNase 1 (1 mg/ml) aux lysats suivi d'une 
incubation de 15 minutes à 37°C. On ajoute ensuite du PEG 8000 et du NaCl 2 M. 
On mélange puis on incube pendant une heure sur glace et on centrifuge ensuite à 
10 000 g pendant 10 minutes à 4 °C. Le culot est suspendu dans du tampon TE à pH 
8, on ajoute du SDS 10%, on incube à 68°C pendant 5 minutes, puis on ajoute 
NaCl SM (1/10 du volume). La purification de l'ADN de phage se fait par une 
extraction au phénol chloroforme, suivie d'une extraction au chloroforme. De 
l'isopropanol (lml) est ajouté à la phase aqueuse pour précipiter l'ADN qui est 
gardé à -70°C pendant 15 minutes. L'ADN est ensuite récupéré par centrifugation à 
12000 g pendant 15 minutes à 4°C. L'étape finale est le lavage de l'ADN à l'éthanol 
70% puis sa dissolution dans du tampon TE à pH 8. 
2 .10 Sous-clonage dans le vecteur Ml3 KS+ 
Le vecteur M13 KS+ est très utilisé pour le sous-clonage et le séquençage de 
fragments d'ADN. Il comprend le marqueur génétique lacZ de la ~-galactosidase 
qui, en présence d'IPTG et XGAL, donne une coloration bleue aux colonies de 
cellules compétentes transfectées (XL.1, JM109). Si le marqueur lacZ est 
interrompu ou remplacé par un autre fragment d'ADN étranger les colonies 
transfectées sont blanches. Le vecteur M13 contient également un marqueur de 
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résistance à l'ampicilline et à la tétracycline, ainsi que deux sites d'amorces T3 et T7 
pour un séquençage de l'insert dans les deux sens. 
2 .10 .1 Digestion et ligation 
L'ADN du clone (Â.381) ainsi que le vecteur M13 KS+ sont digérés par 
l'enzyme de restriction EcoRI utilisant 1/10 de volume final de tampon 
OPA et 5 à 10 unités d'enzyme par µg d'ADN. On procède ensuite à la 
réaction de ligation après inhibition de l'enzyme de restriction ( 65°C, 20 
minutes). La réaction de ligation contient, 0.005 picomole de l'ADN du 
vecteur digéré par l'enzyme EcoRI, 0.01 à 0.02 picomole de l'ADN du 
clone Â.381, 1/10 du volume final d'ATP lOmM et 2 à 4 unités de 
ligase.On ajuste la concentration du tampon OPA à 1/10 du volume total 
(20µ1). mélange est incubé à 16°C pendant 4 à 16 heures. 
2 .10. 2 Préparation de bactéries "compétentes" 
On ensemence une colonie de bactéries en culture liquide dans du milieu 
SOC (Bactotyptone 2%, yeast extract 0.5%, NaCl 10 mM KCl 2.5mM, 
MgCl lM, MgS04 lM et glucose 2M) avec 2mg /lOOml de 
concentration finale de tétracycline, à 37°C, sous agitation jusqu'à ce 
que la DO à 600 nm soit de 0.40 à 0.45 unité. La culture est diluée 
1/100 avec du milieu SOC puis réincubée pendant 90 minutes à 37°C 
avec agitation jusqu'à une DO à 550 de 0.4 unité. Les cellules sont 
mises sur glace pendant 10 minutes, centrifugées pendant 10 minutes à 
4 °C à 6000 rpm (rotor HB4 Sorval). Le culot est resuspendu dans 1/3 
de son volume initial de milieu FSB (KOAc 10 mM, KCI 100 mM, 
CaCl2. 2H20 10 mM, chlorure d'hexaminecobalt 3mM, glycérol 10% et 
du MnC!i.4H20 45 mM, pH 6.4), on garde sur glace pendant 5 
minutes, on ajoute ensuite du DMSO à concentration finale de 7% et on 
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garde sur glace pendant 5 minutes. Les cellules sont finalement séparées 
en volumes de 200 µl et congelées à -80°C. 
2 .10. 3 Transformation des bactéries "compétentes" 
La réaction de transformation est effectuée en utilisant 200µ1 de bactéries 
compétentes XLl (dégelées sur glace) et 10 µl de la réaction de ligation. 
Le tout est placé sur glace pendant 30 minutes, puis à 42°C pendant 45 
secondes, et sur glace pendant 2 minutes. On ajoute 900µ1 de milieu 
SOC ( Sambrook et al., 1989) puis on incube pendant 1 heure à 37°C 
sous agitation à 225 rpm. Un volume de 200 à 400 µl de la 
transformation est étalé sur· des boîtes de Pétri contenant du milieu YT et 
de l'ampicilline (Sambrook et al., 1989) additionné de 20 µl d'IPTG 
500 mM et de 80 µl d'XGAL 2% par Pétri. Finalement on procède à 
une incubation à 37°C pendant la nuit 
2.10.4 Micropréparation d'ADN 
Les bactéries transformées sont étalées en stries sur des boîtes de Pétri 
contenant du milieu YT et de l'ampicilline en présence de 20 µl d'IPTG 
500mM et de 80µ1 d'XGAL 2%. Le tout est ensuite incubé à 37°C 
pendant la nuit. Les stries complètement blanches (contenant les 
vecteurs Ml3 recombinants) sont récoltées et resuspendues dans 40 µl 
de milieu STE lx puis agitées sur vortex. On procède par la suite à 
l'extraction au phénoVchloroforme (lx le volume initial). De la RNase 
A (O. lµg/µl) est ajoutée au surnageant et l'ADN préparé est analysé sur 
gel. Après coloration au bromure d'éthidium et photographie, on peut 
sélectionner la micropréparation ayant la grandeur de l'insert requis 
(lKb). 
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2.10.5 Minipréparation d'ADN 
Une des colonies de bactéries tramsformées avec le vecteur recombinant 
et choisies grace à la micropréparation est inoculée dans 3ml de milieu 
2x YT (Sambrook et al., 1989) contenant de l'ampicilline (50µg/ml). 
La culture est incubée à 37°C sous une agitation de 225 rpm, transférée 
dans des tubes Eppendorf et centrifugées pendant 2 minutes à 4°C. Le 
culot est resuspendu dans du milieu contenant du glucose 50 mM, de 
l'EDTA 10 mM et du Tris-HCl à pH 8 (4°C). Après dissolution par 
agitation au vortex, on laisse le mélange à température de la pièce 
pendant 5 minutes, puis on ajoute une solution fraîche de NaOH 0.2 N 
et SDS 10%. On agite par inversion et on garde sur glace pendant 5 
minutes. L'étape suivante consiste à ajouter du KOAc (concentration 
finale de 2.5 M) suivi d'une centrifugation pendant 5 minutes à 4 °C. 
Finalement, l'ADN est extrait au phénoVchloroforme, au chloroforme/ 
alcool isoamylique, précipité à l'éthanol 95% et lavé à l'éthanol 70%. 
L'ADN est resuspendu dans du tampon TE contenant de la RNase (20 
µg/ml). Les minipréparations sont analysées sur gel pour s'assurer de la 
présence de l'insert. 
2.11 Séquençage d 'ADN 
2 .11.1 Réactions de séquençage selon Sanger 
2.11.1.1 Dénaturation de I'ADN et hybridation des 
amorces T3 et T7 
Deux µg d'ADN à séquencer sont placés en présence de 6 ng d'amorce 
(deux réactions une pour l'amorce T3 et l'autre pour l'amorce T1) et du 
tampon 5x d'hybridation (280 mM Tris pH 7.8, 160 mM MgCl2). 
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L'ADN est dénaturé par chauffage dans un bain d'eau à 95°C pendant 5 
minutes, refroidi dans de l'azote liquide pendant 20 secondes puis laissé 
à la température de la pièce pendant 20 à 30 minutes. 
2 .11.1. 2 Introduction du traceur radioactif lors de la 
réaction. 
La réaction d'hybridation est additionnée de DTI 0.1 M, de mélange de 
nucléotides non radioactifs pour la polymérisation, de 10 µCi d'ATP 
35s et de Séquanase (3 unités par réaction). Le tout est incubé pendant 
2 à 5 minutes à la température de la pièce. 
2 .11.1. 3. Terminaison de la réaction de polymérisation 
Les mélanges de terminaison sont préparés : le mélange pour A contient 
80 µM dGTP, 80 µM d'ATP, 80 µM dCTP, 80 µM dTTP, 8µM 
ddATP, celui de C contient 80 µM dGTP, 80 µM dATP, 80 µMdCTP, 
80 µM dTIP, 8 µM ddCTP , celui de G contient 80 µM dGTP, 80 µM 
dATP, 80 µM dCTP, 80 µM dTIP, 8 µM ddGTP et le mélange pour T, 
80 µM dGTP, 80 µM dATP, 80 µM dcTP, 80 µM dTTP, 80 µM 
ddTTP. Les mélanges sont ensuite mis dans 4 tubes différents, 
préchauffés pendant 4 minutes à 40°C. La réaction de marquage est 
rajoutée aux mélanges de terminaisons puis les quatre réactions finales 
sont incubées pendant 5 minutes à 45°C. Enfin, l'addition de la solution 
STOP (Pharmacia) permet l'arrêt de toutes les réactions de séquence qui 
sont ensuite conservées à-20°C. Elles sont chauffées pendant 3 minutes 
à 85°C avant de les analyser sur gel de séquence. 
2 .11. 2 Composition et montage des gels de séquence. 
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Il s'agit d'un gel de 6% d'acrylarnide préparé à partir de mélanges 5x et 
lx.décrits au tableau 5. 
Tableau 5 - Composition des mélanges constituant les gels de séquençage 
Acrylarnide 38%, N,N'-methyleneBisacrylarnide 2% 
Urée 7.5 M TBE acrylamide 6% sucrose BPB Volume 
Mélange 5x 46 g 
Mélange lx 138 g 
50 ml de lOx 15 ml 






Le tampon TBE lOx est composé d'lM Tris-Borate pH 8.3 et d'EDTA 
20mM. Avant de couler le gel, 30 µl de persulfate d'ammonium 10% et 
25 µl de TEMED sont ajoutés à 10 ml de mélange 5x (décrit ci dessus), 
tandis que 180 µl de persulfate d'ammonium 10%et120 µl de TEMED 
sont ajoutés à 80 ml de mélange. Le gel peut être formé d'un gradient 
(5x et lx), ou sans gradient (lx seulement). Le gel est laissé à 
polymériser pendant la nuit. Les échantillons sont mis sur le gel et la 
migration se fait dans du tampon lX TBE sous une différence de 
potentiel de 2000 volts, 47 milliampères et 80 watts. Le systéme de 
refroidissement est activé lorsque la température atteint 130°F . 
Le gel est ensuite fixé pendant 20 à 30 minutes dans un mélange d'acide 
acétique 10%, méthanol 10%, transféré sur papier Watman 3M couvert 
d'une pellicule de plastique (Saran Wrap) et séché à 80°C pendant deux 
heures. Une exposition pour la nuit à un film Kodak est faite et 
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l'autoradiogramme est développé. Le gel est lu de bas en haut. La 
lecture de la séquence est faite et les données sont analysées au moyen 
du logiciel M13 développé par le docteur D. Gibson. Ce logiciel permet 
la traduction de la séquence, la localisation des sites de restriction ainsi 
que les alignements et comparaisons entre différentes séquences. 
2.12 Production d'hybridomes Boeuf-souris 
Les cellules hybridomes bovin-NS 1 ont étés produites au laboratoire du Dr Gibson 
(Gibson, Maclean et Bouvrette, résultats non publiés ) 
2 .13 Amplification de t• ADN par la technique de PCR 
Au cours de ce projet après le clonage et le séquençage de la région Leader VÂ., JÂ. 
et CÂ. de boeuf à partir de BOY cDNA 5' stretch on a procédé à l'amplification de la 
région VÂ. d'hybridome boeuf-souris NS 1 en utilisant la technique du PCR (lnnis et 
al, 1989) et des séquences de la région leader et de la région JÂ. comme amorce. 
2 .13 .1 Amorces utilisées 
La première amorce DG35 de 28 nucléotides consiste en la séquence 
conservée du leader du clone BovL avec un site de restriction Barn Hl 
une queue GC du côté 5' du site de restruction pour le protéger. 
L'amorce contient un pourcentage en contenu GC supérieur à 50% . 
Barn HI 
[5'Gdoo A TCdTCA CCCTGGTCACTCTCTGC3'] 
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La deuxième amorce DG36 de 29 nucléotides consiste en la séquence 
complémentaire d'une région très conservée du JÂ. du clone BovL avec 
un site de restriction EcoRI, une queue GC du côté 5' du site ainsi 
qu'un contenu en GC supérieur à 50%. 
Eco RI 
[5' G d G A AT T 1 A G TG TG G T C C CG C TG C C G A A A 
3'] 1 
2.13.2 Réaction d'amplification 
On mélange 3.3 µl (1 µg) d'ADN génomique d'hybridomes type 2 
(type de réarrangement détecté par "Southern blots") et 0.5 µl (3 
unités) de Taq polymérase (Pharmacia ) sont ajouté à une solution 
contenant: 10 µl de tampon lOx (Tris HCl lOOmM pH 8.3, KCl 
500mM, MgC!i 15mM, 0.1 % gélatine), 16 µl de mélanges de 
nucléotides dNTPs (1.25mM de chaque nucléotide), 5 µl (20µM) 
d'amorce DG35, 5 µl (20µM) d'amorce DG36, un volume d'eau 
pour compléter le volume de la réaction à 100 µl ainsi que 100 µl 
d'huile couvrant la réaction. Le témoin positif de la réaction 
d'amplification est fait avec (10 ng) d'ADN du clone BovL du 
(cDNA 5' stretch). La réaction se fait à l'aide d'un appareil 
d'amplification programmable ( DNA Thermal Cycler, Perkin Elmer 
Cetus, Norwalk, CT, USA). 
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2 .13. 3 Conditions de réactions 
Tableau 6 - Conditions des réactions utilisées dans la technique du PCR 
Étape Température Temps Réaction 
1 94°C 5 minutes Dénaturation (déstruction des protéinases) 
2 94°C 1 minute Dénaturation 
3 55°C 1 minute Hybridation 
4 72°C 1 minute Extension 
5 Refaire le cycle à partir de l'étape 2 (30 fois) 
6 94°C 1 minute Dénaturation 
7 55°C 1 minute Hybridation 
8 72°C 5 minutes Extension 
9 25°C 15 minutes Refroidissement progressif 
10 4°C 24 heures 
11 Fin du programme 
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Jusqu'à l'étape 9, le programme dure environ 3 heures. Ce programme avec la 
réaction optimisée a prouvé son efficacité pour amplifier des fragments inférieurs à 
1 Kb. Le produit des réactions d'amplification est ensuite soumis à une 
élecrophorèse sur gel NuSieve 3% et agarose 1 %, ou sur gel acrylamide 6% (qui 
permet une meilleure résolution). 
2 .14 Amplification par PCR des des gènes VÂ. 
L'amplification de l'ADN VÂ. d'hybridomes boeuf-souris NS 1 a mis en évidence 
deux bandes, une à 480 et l'autre à 350 pb, tandis que le témoin effectué avec 
l'ADN du clone BOVL a donné comme résultat une bande de 300 paires de bases. 
Afin de cloner ces deux fragments de 480 et de 350 pb. Le produit de 8 reactions 
d'amplification d'ADN a été purifié selon Sambrook et al., (1989) en utilisant des 
filtres Centricon 30 (Amicon, W.R. Grace et Co, Beverly, MA. USA). Le volume 
total de 800µ1 a été centrifugé quatre fois à 5000g pendant 5 minutes, puis à 2000g 
pendant 2 minutes avec le filtre Centricon placé en position inversée afin de 
récupérer l'ADN purifié. L'ADN est ensuite séché sous vide (1 heure), dilué à une 
concentration de 0.5µg/µl, puis séparé par électrophorèse sur un gel d'agarose 
NuSieve. 
L'extraction d'ADN des fragments amplifiés par PCR a été faite selon Lizardi et al., 
(1984) en utilisant une membrane NA45 DEAE. Cette membrane est prétraitée 
pendant 10 minutes avec de l'EDTA lOmM à pH 7.6, puis pendant 5 minutes dans 
du NaOH 0.5M, le tout suivi de trois lavages à l'eau distillée. Pour transférer 
l'ADN sur la membrane NA45, le gel est excisé en bas des bandes de 480 et 350 
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pb, les bouts de membrane prétraités sont insérés, ensuite le courant est appliqué 
pendant 2 minutes . 
L'élution de l'ADN a été effectuée en traitant la membrane avec du tampon NET à 
haute concentration de sel (NaCl lM, EDTA 0.1 mM, Tris 20 mM pH 8). Ensuite 
on centrifuge pendant 5 secondes à 12 000 g et on incube à60°C pendant 30 
minutes. Le tampon est ensuite enlevé, et l'ADN est purifié en filtrant sur filtre à 
l'aide du système Centricon. L'ADN est ensuite sous-cloné dans le vecteur M13 
KS+ en utilisant les sites de restriction EcoRI et Barn HI. L'ADN des deux sous-
clones PCRVl et PCRV2 a été sequencé et les comparaisons et alignements de 
séquence ont été effectués. 
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3-RÉSULTATS 
3.1 Détection des clones positifs pour les gènes JJC et CK chez le cheval et 
le boeuf 
Des préparations d'ADN génomique ont été faites à partir de foie et de rate de 
cheval (HL, HS) et de boeuf (BL, BS), (HL à 265 µg/ml) (HS à 551.25 µg/ml), 
(Bl à 254 µg/ml), (BS à 301 µg/ml). Dans le cas des témoins, des préparations 
d'ADN de rein de souris ont été utilisées (Balb/C MK à 356 µg/ml), (Balb/C MK à 
366 µg/ml) et (Balb/C MK à 252 µg/ml). Six à 8 µg de chaque préparation a été 
digéré par EcoRI, un autre 6 à 8 µg a été digéré par Barn IIl et un autre par Hind 
III (Fig.5 et 8). J'ai procède ensuite à des électrophorèses sur gels d'agarose 0.8%, 
suivie d'un buvardage de type Southern. Parmi les six sondes utilisées pour 
hybrider les membranes de transfert, trois sondes ont donné un signal positif (Fig. 
6,7 et 8) 
D'abord, la sonde double brin JldIXl qui est un fragment HindIII-Xbal contenant 
la région 3' du locus JK de l'embryon de la souris Balb/C marqué au 32p, a montrée 
la présence d'une bande de très faibles intensité d'environ 7.8 Kb avec l'ADN 
génomique de foie de cheval digéré par Barn Hl La deuxième sonde qui a donnée 
un signal positif est JK'.1324 qui est un fragment HindIII de 2. 7Kb couvrant la région 
JK de la souris Balb/C, et marqué au 32p par la méthode "multiprime". 
L'autoradiogramme (Fig. 6) montre dans le cas de l'ADN génomique de foie et de 
rate de cheval digéré par BamIIl une bande de 7 .8 Kb. 
La troisième sonde est CK'.1324 qui est un fragment Sac I de 3 Kb couvrant la région 
CK de souris et marquée au 32p à la méthode multiprime. L'autoradiogramme à la 
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(Fig ?)montre la présence deux bandes de 8.6 et 7 .8 Kb dans le cas de l'ADN du 
foie et de la rate de cheval digéré par Barn HI. 
Figure 5: 
Figure 6: 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Gel de digestions d'ADN génomique. Colonnes 1à5: digestions BamHI; 6 
IJI3; 7 à 11 digestions EcoRI; Colonnes 1 et 7: ADN de foie de cheval; 2 et 8: 
ADN de rate de cheval; 3 et 9: ADN de foie de boeuf; 4 et 10: ADN de rate 
de boeuf; 5 et 11: ADN de reins de souris (témoin). 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10. 11 
7.Skb 
Autoradiogramme de la figure 5 montrant la présence de deux bandes à 7 .8 
Kb dans le cas de l'ADN génomique de foie et de rate de cheval (colonnes let 






1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Autoradiogramme montrant la presence des fragments de 8.6 et 7 .8 Kb dans 
le cas de l'ADN génomique de foie et de rate de cheval (colonnes 1 et 2 ), en 
utilisant la sonde CKB24. Colonnes 1 à 5: digestions BamHI; 6: t..H3; 
Colonnes 7 à 11: digestions EcoRI; 1et7: ADN génomique de foie de cheval; 
2 et 8: ADN génomique de rate de cheval; 3 et 9: ADN génomique de foie de 
boeuf; 4 et 10: ADN génomique de rate de boeuf; 5 et 11: ADN génomique de 
reins de souris (témoin). 
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A la figure 8, les ADN génomiques du foie et de la rate de cheval, de boeuf et de 
souris(témoin) ont été digérés par BamHI, EcoRI et HindIII. La membrane du 
buvardage du type Southern a été hybridée enutilisant la sonde JKB24 marquée 
avec 250µCi de l'isotope 32p. L'autoradiogramme (Fig 8) montre dans le cas de 
l'ADN génomique de foie et de rate de cheval la présence d'une bande à 7.8 Kb 
dans le cas de la digestion BamHI, une bande de 19 Kb dans le cas de la digestion 
EcoRI et une bande 5.5 Kb dans le cas de la digestion HindIII. 
La mise en évidence chez le cheval de bandes qui hybrident avec les sondes JKB24 
et CKB24 (Fig 6,7 et 8) suggère l'existence des loci JK et CK chez le cheval. Une 
biliothèque génomique a été preparée dans le vecteur EMBL4, à partir d'une fraction 
de 5 à 10 Kb d'ADN de cheval digéré par l'enzyme de restriction BamHI (Fig. 9). 
Le fait que la bande obtenues à 7.8 Kb soit de très faible intensité (sauf si on utilise 
une grande quantité de radioactivité, 250 µCi/sonde) pose un problème pour le 
clonage, cette faiblesse de signal suggère une hétérogénéité entre les séquences des 
gènes codant pour les régions CK et JK de souris (sondes) et les séquences 
équivalentes du cheval. 
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19kb 
7.8kb. 
Figure 8: Autoradiogramme et gel d'agarose des digestions d'ADN génomique de 
cheval, de boeuf et de souris, qui montre la presence des bandes de l 9Kb, 7 .8 
et 5.5 Kb dans le cas de l'ADN de foie et de rate de cheval digeré 
respectivement par EcoRI(colonne let 2), BamHI(7 et 8) et HindIII(13 et 14), 
utilisant la sonde JK:B24. Colonnes 1 à 5: digestion BamHI; Colonnes 6 et 12: 
AH3; Colonnes 7 à 11, digestions EcoRI; Colonnes 13 à 17digestions 
HindIII:l, 7 et 13: ADN de foie de cheval; 2, 8 et 14: ADN de rate de cheval; 
3, 9 et 15: ADN de foie de boeuf; 4, 10 et 16: ADN de rate de boeuf; 5, 11 et 










1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Gel d'agarose montrant l'exision du fragment d'ADN de 7.8 kb utilisé pour 
préparer la bibliothèque d'ADN génomique de cheval dans le vecteur EMBL4. 
Colonnes 1 et 10: ÀH3; Colonnes 2 à 9: 140 µg d'ADN de foie de cheval, 
digéré par l'enzyme BamHI . 
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3 . 2. Préparation de deux bibliothèques génomiques à partir d 'ADN 
d'hybridomes boeuf-souris 
L'ADN d'hybridomes boeuf-souris a été digéré par l'enzyme EcoRI et analysé par 
buvardage de type "Southern" en utilisant une sonde C5BE8 (500 pb JÀCÀ de 
boeuf). Trois réarrangements ont été détectés (Fig 10). Le réarangement type 2 qui 
donne deux bandes, une de 22 Kb et l'autre de 17 .5 Kb a été utilisé pour construire 
les deux bibliothèques génomiques dans le vecteur Â.L47 digéré par EcoRI (Fig 11). 
Ces deux bibliothèques ont été criblées en utilisant la sonde C5BE8 (500 pb JÀCÀ 
de bovin) marquée au 32p par la méthode multiprime. En même temps, une 
troisième bibliothèque a été criblée avec la même sonde (bovine cDNA 5' stretch) en 
vue de cloner un fragment (leader VÀJÀCÀ) de bovin, puisque dans le cDNA et 
l'ADN d'hybridomes exprimant des Igs, les gènes sont déjà réarrangés. 
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Figure 10: Autoradiogramme montrant les trois types de réarrangements d'ADN 
d'hybridomes boeuf-souris utilisant la sonde C5BE8(Gibson,MacLean et 
Bouvrette,résultats non publiés). Colonne 1 montre les bandes 22 Kb et 17.5 
Kb du réarrangement de type 2 qui ont été utilisées pour préparer les 
bibliothèques génomiques. 
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Figure 11: Gel d'agarose montrant la présence des fragments d'ADN d'hybridomes de 
22 et 17.5Kb purifiés. Colonne l:ADN d'hybridomes lot 14-18 digéré par 
EcoRI. Colonnes 2 et 5: Â.H3, colonne 3: ADN du fragment 22 Kb purifié; 
colonne 4: ADN du fragment 17.5 Kb purifié. 
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3. 3 Clonage du fragment [Leader VÂJÂ et CA] 
Après le criblage de 2xlü4 PFU à partir de chacune des trois bibliothèques (les 
deux bibliothèques d'hybridomes et la bibliothèque cDNA de bovin) avec la sonde 
C5BE8, six clones positifs ont été mis en évidence à partir de la bibliothèque (BOV 
cDNA 5' stretch) qui avait un titre de 1010 pfu/ml (Fig. 12 ). 
Les clones positifs ont été purifiés (Fig.13 a, 13 b) et amplifiés. Les lysats de phage 
et les extractions d'ADN ont été faites (voir "Matériel et méthodes"). L'ADN du 
clone positif Â.381 (qui provient du clone# 3 sur la figure. 12 et au clone Â.38 sur la 
figure. 13a) a été digéré par l'enzyme EcoRl. La taille de l'insert a été vérifiée par 






Autoradiogrammes montrant les six clones positifs mis en évidence par le 
criblage de la bibliothéque cDNA de boeuf et en utilisant la sonde C5BE8. 
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Figure 13 a: Autoradiograrnmes montrant le resultat de la purification de 3 parmis les 6 
clones positifs résultant du criblage de la bibliothèque cDNA Après 
amplification du bactériophage à partir de chaque plage de lyse positive, un 
transfert d'ADN de phage et 1' hybridation des membranes de ce transfert 
est effectué. L'autoradiogramme montre que toutes les plages de lyse 
provenant de la plage initiale sont positives 
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Figure 13 b: Autoradiogrammes montrant la purification des trois autres parmis les six 
clones positifs du cDNA de bovin (même procédure de purification que celle 









Figure 14 a: Autoradiograrnmes montrant un insert de 800pb au sein du clone positif 
Colonne 1: ADN du clone positif digéré BamHI; colonne 2: ADN du clone 
positif non digéré ; colonne 3 ÂH3. 
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Figure 14 b: Gel d'agarose montrant la digestion de l'ADN du clone positif Colonne 1: 
digestion BamHI; Colonne 2 ADN non digéré; Colonne 3 ÂH3. 
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L'ADN purifié du clone positif a été sous-cloné dans le vecteur M13KS+ en 
utilisant l'enzyme de restriction EcoRI. Des minipréparations d'ADN des sous-
clones ont été effectuées (Fig 15), l'insert a été ensuite revérifié (digestion par 
EcoRI et electrophorèse sur gel d'agarose) avant le séquençage. 
L'ADN des minipréparations a été digeré pour faire la carte de restriction du clone 
BOV cDNA. Les enzymes qui ont été utilisés sont: EcoRI, Barn HI, Apa I, Hind 
III, Kpn I, Pst I, Sac I, Sma I, Xba I, Xho I, et Pvu II (Fig. 16a, 16b, 16c et 17). 
Le séquençage du clone BOY cDNA (VÂJÂCÂ) a été fait selon la méthode de 








1 2 3 4 5 6 7 8 
Gels d'agarose montrant l'ADN de phages recombinants après 
minipréparation. Colonne 1: A.H.3; Colonne 2 et 3: mini préparation d'ADN 
de sous clones sans insert; 4, 5, 6, 7: minipréparations d'ADN de sous 
clones avec un insert de 800pb et 8: minipréparation d'ADN témoin 
(plasmide M13). 
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Figure 16 a: Gels d'agarose montrant les digestions de l'ADN de deux minipréparations 
du clone positif pour déterminer sa carte de restriction. Colonnes 1: le 
marqueur 1 Kb; 2: AH3 et <j>Xl 74; 3: ADN du clone positif minipréparation 
#1 digéré EcoRI; 4 minipréparation #2 digéré EcoRI; 5 minipréparation 
#ldigéré BamHI; 6: minipréparation #2 digéré BamHI; 7et 8: 
minipréparation #1 et #2 non digéré; 9 etlO: ADN témoin du vecteur M13. 
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Figure 16 b: Gels d'agarose montrant d'autres digestions de l'ADN du clone positif 
Colonne 1: ADN du phage <j>X174; 2: ADN du clone positif digéré par 
ApaI; 3: ADN du clone Â381 digéré par BamHI; 4: ÂH3. 
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Figure 16 c: Gels d'agarose montrant d'autres digestions de l'ADN du clone positif 
Colonne 1: ADN du phage <P X174; 2: ADN du clone positif non digéré; 3 à 
9 ADN du clone positif digéré par différents enzymes de restriction; 
3:digestion par HindIII; 4: digestion par Kpnl; 5: digestion par PstI; 6: 
digestion par Sad; 7: digestion par Smal; 8: digestion Xbal; 9: digestion 
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Figure 17: Schéma de la carte de restriction du clone "Bovine cDNA lambda" 
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cDNA Bovin lambda 
Leader Région J 3'-Non-Traduit 
5'-Non-
traduit 
Région Variable Région Constant 
Codon d'initiation 
GUG 
Figure 18: Schéma de l'arrangement du clone "Bovine cDNA lambda" 
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Lambda Bovin (cDNA) 
PCR forwanl primer ~ 
70 80 90 100 ~y 110 120 130 140 150 160 170 180 
AGGCTGTGCTGACTCAGCCGTCCTCCGTGTCCGGGTCCCTGGGCCAGAGGGTCTCCATCACCTGCTCT 
a A V L T a p s s V s G s L G a R V s 1 T c s 
Leader 
1 90 200 21 0 220 230 240 250 260 270 280 290 300 
GGAAGCAGCAGCAACATTGGAACTGGCAATTATGTGAGCTGGTTCCAACAGATCCCAGGATCGGCCCCCAGAACCCTCATCTATGCTGCGACCAGTCGAGCCTCGGGGGTCCCCGACCGA 
G s s s N 1 G T G N y V s w F a a 1 p G s A p R T L y A A T s R A s G V p 0 R 
V-Region 
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 
TTCTCCGGCTCCAGGTCTGGGAACACAGCCACCCTGACCATCAGCTCGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCAGATTATTTCTGTGCATCTTATCAGAGTGGTAAC 
F s G s R s G N T A T L T 1 s s L a A E 0 E" A 0 y F c A s y a s G N A~A.1i :~lllf~fil~· :• 
. ;:;::::·:·: :·:·::·:·::. : :::: :- : :-~::-: .:: :: 
~ J-Region 
430 440 450 460 470 480 490 ~OO 510 520 530 540 
. ' "CCACA'C'CGAcdt rë:Ci ". """ TCAGCCCAAGTCCCCACCCTCGGTCACCCTGTTCCCGgXCTCCACGGA~CXXXAACAAGGCCACCCTGGTGTGTCTCATCAGCGACTTC 
;~:::::!'.:: : :r: : ;•~·:: :;::rrn:v;:t\:!::: ;: a P K S p p S V T L F P X S T E E L N X N K A T L V C L s 0 F 
550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 
TACCCGGGTAGCGTGACCGTGGTCTGGAAGGCAGACGGCAGCACCATCACCCGCAACGTGGAGACCACCCGGGCCTCCAAACAGAGCAACAGCAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGC 
Y P G S V T V V W K A 0 G S T T R N V E T T R A S K Q S N S K Y A A S S Y L S 
C-Region 
670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 
CTGACGAGCAGCGACTGGAAATCGAAAGGCAGTTACAGCTGCGAGGTCACGCACGAGGGGAGCACCGTGACGAAGACAGTGAAGCCCTCAGAGTGTTCTT 
L T S S D W K S K G S Y S C E V T H E G S T V T K T V K P S E C S 
Figure 19: Séquence du clone "Bovine cDNA lambda" 
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3. 4 Estimation du nombre de gènes VÂ dans le génome de boeuf et 
d'hybridomes boeuf-souris 
Trois sondes sont préparées à partir du clone "Bovine cDNA lambda" par digestion 
avec des enzymes de restriction (Fig 20 a). Le fragment VÂJÂXhoI est obtenu par 
deux digestions Sacl et Xhol. Il contient le "leader", VÂ, JÂ et une petite partie de 
CÂ, Le fragment VÂJÂ BamHI est obtenu par digestion Sac I et BamHI. Il couvre 
les régions VÂJÂ et un morceau de CÂ mais pas la séquence "leader". Le troisième 
fragment est préparé par deux digestions PvuII et Xhol, et ne contient que le VÂ. 
Les trois fragments sont extraits à partir d'un gel à basse température de fusion 
(Fig. 20 b ), puis marqués par la méthode "multiprime" . 
Les ADNs génomique de foie et de rate de boeuf, de myélomes de souris NSl et 
d'hybridomes (Tl, T2 et T3) ont été digérés par les enzymes de restriction EcoRI et 
BarnHI (Fig. 2la et 23a), ainsi que par l'enzyme Pstl (Fig 21 b). Par la suite des 
électrophorèses sur gels d'agarose et des buvardages de type Southern ont été 
effectués. Les membranes de transfert ont été hybridées avec les sondes VÂJÂ 
Xhol, VÂJÂ BamHI et VÂ PvuII (marquées au 32p par la méthode multiprime).Les 
autoradiogrammes ont mis en évidence une dizaine de bandes surtout pour l'ADN 
génomique de foie et de rate de boeuf et l'ADN d'hybridomes Tl, T2 et T3 (Fig 22 
a,b etc et Fig. 23b). Ces résultats suggèrent l'existence de plusieurs gènes VÂ dans 
le génome du boeuf ainsi que chez les hybridomes boeuf-souris. 
L'ADN du ÂH3 (référence pour la taille des fragments d'ADN), a été marqué au 
35s par la méthode de "nick translation" (Sambrook et al., 1989). cette ADN a été 
utilisé lors des électrophorèses sur gels (Fig. 2la, 2lb et 23 a), ce qui explique 
l'apparition des bandes du ÂH3 sur les autoradiogrammes (Fig. 22 a, b, cet 23 b). 
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Figure 20 a: Gels d'agarose montrant les digestions pour la préparation de l'ADN des 
sondes VÀJÀ Xhol, VÀJÀ BamHI et VÀPvuII.Colonne l:ADN 1 Kb, 
colonne 2: ADN du clone séquencé BOVcDNA digéré par Sac! et BamHI; 
3: ADN du clone BOVcDNA digéré par Sad, Xhol; 4: ÀH3. 
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Figure 20 b: Gel d'agarose à basse température de fusion utilisé pour l'extraction des 
fragments VÂJÂ Xhol et VAJÂ BamHI Colonne 1: ADN du clone BOV 
cDNA digéré par Sad et Xhol; 2: ADN 1 Kb; 3: clone BOV cDNA digéré 
par Sad et BamHI. 
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Figure 21a: Gel d'agarose montrant des digestions par EcoRI, BamHI de l'ADN de 
boeuf, de myélomes de souris et d'hybridomes boeuf-souris. Colonne 1, 2, 
10: ÂH3; Colonne 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9: digestions EcoRI; 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17: digestions BamHI; 3 et 11: ADN de foie de boeuf; 4 et 12: ADN 
de rate de boeuf; 5 et 13: ADN de myélomes de souris; 6 et 14: ADN 
d'hybridomes boeuf-souris réarrangement type 1 (Tl); 7 et 15: ADN 
d'hybridomes T2; 8 et 16: ADN d'hybridomes T3; 9 et 17: ADN 
d'hybridomes T4. 
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Figure 21 b: Gel d'agarose des digestions par Pstl (colonnes 2 à 8) de l'ADN de boeuf, 
de myélomes de souris et d'hybridomes boeuf-souris. Colonne 1: ÀH3; 2: 
ADN de foie de boeuf; 3: ADN de rate de boeuf; 4: ADN de myélomes de 
souris; 5: ADN d'hybridomes boeuf-souris réarrangement type 1 (Tl); 6: 
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Autoradiogrammes montrant des bandes d'hybridation de la sonde V'A. J'A, 
BamHI avec l'ADN génomique de foie de boeuf (3 et 11) et de rate de boeuf 
( 4 et 12), ce qui met en évidence la présence de plusieurs régions V'A. et J'A, 
chez le boeuf. 
12 345678 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
• 
Autoradiogrammes montrant des bandes d'hybridation de la sonde 
V'A.J'A.Xhol avec l'ADN génomique de foie de boeuf (3 et 11) et de rate de 
boeuf ( 4 et 12) 
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Figure 22 c: Autoradiogramme montrant des bandes d'hybridation de la sonde VÀJÀ 
BamHI avec l'ADN génomique de foie et de rate de boeuf (2 et 3 ) et avec 
l'ADN d'hybridomes boeuf-souris Tl et T2. 
70 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
Figure 23a: Gel d'agarose montrant des digestions Barn HI en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et les 
digestions EcoRI en 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 d'ADN de foie de boeuf; 2, 
9: de rate de boeuf; 3, 10, de myélomes de souris; 4, 11 d'hybridomes 
boeuf-souris type 1 (Tl); 5, 12: T2; 6, 13: T3; 7, 14 et enfin d'ADN de rein 
de souris Balb/c en 8 et 15, 1 et 16 l'ADN de t.,H3. 
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Figure 23 b: Autoradiogramme montrant des bandes d'hybridation de la sonde V'A PvuII 
avec l'ADN génomique de foie de boeuf (2 et 9), de rate de boeuf (3 et 10), 
l'ADN d'hybridomes T2 et T3 (6,7,13 et 14) ainsi que l'ADN de rein de 
souris (8 et 15), ce qui met en évidence la prbsence de plusieurs régions V'A 
dans l'ADN génomique de boeuf et des hybridomes. 
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3. 5 Amplification par PCR de deux gènes VÂ. à partir d'ADN 
d'hybridomes boeuf-souris, leur sous clonage et séquençage. 
Les ADN de foie et de rate de boeuf, ainsi que l'ADN d'hybridomes T2 et T3 ont 
été amplifiés par PCR selon la méthode décrite dans la section 2.13. L'ADN du 
clone BOV cDNA a été utilisé comme témoin positif de la réaction d'amplification, 
puisque c'est le cDNA contenant le VÂ. cloné lors de ce projet et dont la séquence 
est connue. L'ADN de myélomes NS1 de souris a été utilisé comme témoin négatif, 
puisque ces cellules n'expriment pas de gènes d'immunoglobulines réarrangés. 
Une amplification a été est obtenue avec l'ADN d'hybridomes Type 2 (Fig. 24a). 
L'optimisation de la concentration en MgCl2 a permis la mise en évidence de deux 
bandes d'amplification à partir de l'ADN d'hybridomes T2: une de 480 pb et l'autre 
de 350 pb, le témoin positif avec BOV cDNA (VÀ) donne une bande de 300 pb 
(Fig. 24b). 
Le sous-clonage dans le vecteur de séquençage M13KS+ de ces deux fragments a 
été effectué en utilisant les enzymes de restriction EcoRI et Barn HI (Fig. 25a, b, 
c). 
L'extraction des fragments d'ADN amplifiés et leur purification ont été effectués en 
utilisant la membrane DEAE NA45 et les centricons (voir "Matériel et méthodes"). 
Ensuite les séquences ont été déduites (Fig. 26 ), ainsi que les comparaisons et les 
alignements avec le clone BOV cDNA (VÀ) et d'autres sequences (VÂ.) 
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Figure 24 a: Gel d'acrylamide montrant l'amplification du VJ.., d'hybridome T2. Colonne 
1: le "ladder" 1 Kb; 2: l'ADN contrôle du VJ.., du clone BOV cDNA; 3: 
l'ADN de foie de boeuf; 4: l'ADN d'hybridome type 2 (T2) (1 µg); 5: 
l'ADN d'hybridomes T2 3 µg; 6: l'ADN d'hybridomes T3 (3 µg); 7: 
l'ADN d'hybridomes T4 1 µg; 8: l'ADN de myélomes de souris NS 1 et 9: 
l'ADN <j> Xl 74. 
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Figure 24 b: Gels d'acrylamide montant les fragments correspondants aux clones 
PCRVl et PCRV2. Colonne 1: <j> X174; 2: ADN d'hybridomes T2 1 µg, 6 
mM MgCl2; 3: ADN T2 1 µg 4.5 mM MgCl2; 4: ADN T2 1 µg 3 mM 
MgCl2; 5: ADN T2 1 µg, 1.5 mM MgCl2; 6: control 10 ng d'ADN du VI, 
du clone BOVcDNA, 7: le "ladder" 1 Kb. 
75 
1 2 3 4 5 6 
Figure 25 a: Gels d'agarose montrant l'ADN(micropréparations) des clones PCRVl et 
PCRV2 sous clonés dans le vecteur de séquençage M13KS+. Colonne 1: le 
"ladder" 1 Kb; 2: l'ADN du vecteur M13KS+. avec l'insert PCRVl; 3,4 et 
6: l'ADN du vecteur M13KS+. avec l'insert PCRV2; 5: AH3. 
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Figure 25 b: Gels d'agarose montrant l'ADN(minipréparations) du sous-clone PCRV2 
dans le vecteur de séquençage M13KS+. Colonne 1et6; 1 Kb; 2, 3, 4 et 5: 
l'ADN du vecteur M13KS+. avec l'insert PCRV2,7: l'ADN du vecteur 
M13KS+ 
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Figure 25 c: Gel d'agarose de la digestion par EcoRI et BamHI des clones PCRVl et 
PCRV2 ,pour mettre en évidence les inserts Vl (480 pb) et V2.(350 pb) 
Colonne 1:1 Kb, 2: digestion EcoRI-BamHI montrant l'insert PCRVl; 3: 
digestion EcoRI-BamHI montrant l'insert PCRV2. 
78 
pc R. v 1 Pt~ o ~ 
~ i.} L. ~ÎJ ~ 













...... ---=-......... --..... ... = - ---.. -.-
-=-•• ~-.-. • D-L ___
.,,... __ 
• :t:'..,_ ---- ... -r.:: ----.!. _ ::: ~ l 
-,, ----
.. --~ ... ._. ~.,... ........ 
...... .. JtK -- . ,. - - -- -.. ------ - , - - -----~ ---
Gel de sequence des clones PCR Vl et PCR V2. 
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DISCUSSION 
4.1 Comparaison et analyse des clones BOV Cl A, PCRVl, PCRV2 
Au cours de ce projet, trois régions géniques qui font partie du locus des chaînes 
légères Â. des immunoglobulines de boeuf ont été clonées et séquencées: La 
première région contient la séquence leader ainsi que les gènes VÂ., JÂ. et CÂ. du 
locus des chaînes légères. Les deuxièmes et troisièmes régions clonées 
correspondent à deux gènes VÂ. du locus des chaînes légères qui ont été amplifiés à 
partir de l'ADN génomique d'hybridomes boeuf - souris NS 1 (réarrangement type 
2) (Fig. 27). Les comparaisons des séquences en nucléotides et acides aminés de 
ces trois clones (Fig. 28 et 29) ont montré que le clone bovin VlA (qui correspond 
à la région VÂ. du clone cDNA Bovin lambda) est identique au clone PCRV2, tandis 
que le clone PCRVl présente quelques différences. Ainsi, le clone PCRV2 retrouvé 
dans le génome est un VÂ. fonctionnel. Il est transcrit en ARNm qui correspondrait 
au clone bovin VlA retrouvé au niveau du cDNA. L'utilisation de l'enzyme Taq 
polymerase dans les réactions d'amplifications par PCR pourrait donner des clones 
qui ont des séquences erronées. En effet l'enzyme Taq peut produire des erreurs de 
nucléotides durant la polymérisation.(Brow, 1989). Mais le fait que le clone 
PCRV2 amplifié par PCR soit identique au clone de cDNA exprimé, suggere que 
dans notre cas la séquence obtenue n'est pas erronée. Jusqu'a présent, quatre gènes 
VÂ. ont été clonés chez le boeuf. le VÂ. cloné par Ivanov et al., (1988) est un 
pseudogène. En plus, seul une dizaine de VÂ. a été mise en évidence dans l'ADN 
génomique de boeuf. A priori, ces résultats suggèreraient un nombre limité de 
gènes VÂ. chez le boeuf, donc un mécanisme différent de génération de la diversité. 
Cette suggèstion est relative aux résultats disponibles jusqu'a présent, et elle ne sera 
prouvée que lorsque tous les gènes VÂ. chez le boeuf, seront séquencés,et que le 
nombre des VÂ. fonctionnels sera vérifié. 
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cDNA Bovin lambda 
Codon d'initiatio~Leader GUG 
~i1tlttf!. 
Région J 3'-Non-Traduit 
!:, Région Variable Région Constant 
Produits 
d'amplification r 359 bp 
Contrôle Bov-LA 
Bov x Souris Hybridome 
Sous-Clones (M 13) - 480 bp - 480 bp p 
1 ~ ~ PCRV1 intron 
BamHI 109 bp EcoRI BamHI 
400 bp 330 bp - - -
PCRV"- ~ ~ 
BamHI BamHI Eco RI BamHI Eco RI 
-
Eco RI 















Leader sequences of lambda chains 
M. A. W. 1. S . L. 1 . L. S . L.L . A. L. S . S . G. A. 1 . s 1'a . A. V . . V. T .Q . E 
M. A. W. 1.S . L. 1.L . S . L.L.A . L. S.S . G. A. 1 . S Q. A.V . V. T . Q. E 
M.T.C . T. S.L.L.L . 1. L.L . A. V.C . S.G . A. 1 . s :a . A.V . V!T.Q . E 
M. T.C.S . P . L. L.L . T.L.L. 1 . H. C. T.G.S.W.A Q. S.V . L.T . Q.P 
M. A.W.T . P.L.W . L. T.L.F.T.L . C. 1 . G. S.V.V S . S.E . L.T.Q . D 
~c . S.P.L.L.L.T.L . L. 1 . H. C. T. G.S.W.A Q.S . V. L.T.Q . P 
. . C.S:P . L. L.L . T. L. L. 1 . H. C. T. G. S . W. AjQ.S . V. L .'T . Q. P 
1 M. A.W . S.P . L.L . L. T.L . V. A. L. C. T. G.S.W . A1 Q.A . V. L. T . Q. P 
! 
.. ~.A . P.Q . L.L.T . L.V . T . L . C . T . G.S . W.A j a.A.V . L.T . Q . P 
(- -pnmer-- ---)1 . L. T.L.V . T.L.C . T.A . S.w.A , a . A.V . L. T.Q.P 
<--primer-----l------------ - ---- . G. S . W. AjO. A.V.L . T. Q.P 
1 \ Start of 
S 1. . "'-Mature L. p 1ce site Chain 
codon 
Comparaison des séquences en acides aminés des régions "leaders" des VÀ 
chez différents organismes avec les clones Bov VlA, PCRl et PCR2. 
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Chez le boeuf, la chaîne légère Â. est celle qui est exprimée de manière dominante. 
Ainsi, une grande partie de la diversité des chaînes légères est assurée par les gènes 
des régions variables Â.. Dans le cas d'un nombre limité de gènes VÂ. fonctionnels 
au sein du génome de boeuf, comme le suggere cette étude, le mécanisme de 
multiplicité des gènes serai insuffisant pour expliquer la génération de la diversité 
chez cette espèce. Ainsi, il est possible que la diversité des immunoglobulines chez 
leboeuf soit liée à La diversité des chaînes lourdes (VH) qui n'ont pas encore été 
étudiées et qui pourrait présenter une grande capacité de diversité Une autre 
possibilité serait que chez le boeuf, la diversité serait assurée par de nouveaux 
mécanismes qui sont actuellement sujet d'étude chez d'autres espèces comme, le 
poulet, le lapin et la chèvre et qui seront le sujet d'analyse et de comparaison au 
cours de cette discussion. 
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Fotwald PCR primer ---+ 'Go<>) 
(DG35J GA/ 
1 1 0 20 30 40 50 60 7 0 "" 
BOV-LAGAATTCCGGXGAGCAGAGGGGACCAGGCCATGGTGGACATGTCAGGGCGTCCTGCCTTCT GTG GCC CCA CAG C~ 
V A P Q L 
80 so 1 o o Jntron 109 bp BOV-LA CTC ACC CTG GTC ACT CTC TGC ACA G . ... .. ......... . ... .. . .. . . .. ..... .. . . ....... . . 
PCRVl - GTGACTGGATGGGGGGACAGGGGAAGGGCGCGGGGAAGACACAAGG 
L T L V T L c T 
Leader 1 10 
BOV- LA · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ···· · · ·. GA TCC TGG GCC CA PCRVI GCCCTGCTCCCTGCTCTCATGTCTTGACCCCCGAGTCACCATCTCTGTCTCTCGCCCTTCCAGCA 
PCRV2 G- A 
120 13 0 1 40 
BOV-LAG GCT GTG CTG ACT CAG CCG TCC TCC GTG TCC 
PCRVl - - A -- A 
PCRV2 -
A V L T a p s s V s 
180 19 0 2 OO 
BOY- LAC TGC TCT GGA AGC AGC AGC AAC ATT GGA ACT 
PCRVl -- T G-- - A-
PCRV2 -
c s G s s s N 1 G T 
V K 
240 25 0 2 60 
BOV-LA C CCA GGA TCG GCC CCC AGA ACC CTC ATC TAT 
PCRVl - G- - --- --- - -- -- - ---
PCRV2 - - - - -- - - -- -- - - - -
p G s A p R T L 1 y 
A Variable Region 
300 31 0 3 20 
BOV- LA C GAC CGA TTC TCC GGC TCC AGG TCT GGG AAC 
PCRVl - - C 
PCRV2 -
150 
GGG TCC CTG 
G s L 
210 
GGC AAT TAT 
-- A 
G N y 
[ J 
270 
GCT GCG ACC 
- G- - AC 
A A T 
G D 
330 




GGC CAG AGG GTC 
- - T 
G a R V 
s 
22 0 
GTG AGC TGG TTC 
-A -
V s w F 
y 
28 0 
AGT CGA GCC TCG 
s R A s 
34 0 
CTG ACC ATC AGC 
w A a 
1 70 
TCC ATC AC 
s T 
2 30 
CAA CAG AT 
AT - -C 
a a 1 
M N 
2 90 
GGG GTC cc 
G V p 
3 50 
TCG CTC CA 
D R F S G S R S G N T A T L T S S L Q 
Figue 29: Comparaison des séquences des clones Bovine cDNA VÀ, PCRVl, PCRV2. 
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4. 2 GUG codon d'initiation alternatif mis en évidence dans le clone 
bovin cDNA lambda 
Avant de parler d'hypothèses de la génération de la diversité des immunoglobulines 
chez le boeuf, un fait découvert lors de l'analyse de la séquence du premier clone 
est intéressant à discuter. En effet, le clone bov VIA s'est avéré avoir un codon 
d'initiation alternatif GUO au lieu de AUG. On a vérifier dans la littérature la 
possibilité d'avoir des gènes fonctionnels, et qui possedent un codon alternatif à 
AUG. L'occurence sporadique dans différentes espèces de certains gènes 
fonctionnels ayant un codon d'initiation non AUG (tel que GUO), est documentéé 
même dans la littérature très récente. En effet, une trentaine d'articles ont montré 
l'existence de codon d'initiation alternatif au sein de gènes fonctionnels. Une 
publication par Peabody, (I989) décrit des triplets d'initiation de traduction non 
AUG dans les cellules de mammifères pour ce qui est du gène de la dihydrofolate 
reductase (dhfr) de souris où AUG est remplacé par ACG et où l'efficacité de 
traduction estimée par la quantité de dhfr synthétisée ne semble pas être affectée. 
Le deuxième exemple est l'article de Moi et al, (I987) qui décrit l'existence d'une 
mutation du codon d'initiation conventionnel AUG, dans le gène de l'ai globine 
humain, à un codon alternatif GUO comme celui du clone bov VIA, mais cette fois 
l'efficacité de traduction est affectée parce que ceci cause un phénotype de 
thalassémie modérée. Dans notre cas, le gène bov VIA codant pour un V'A et cloné 
à partir de cDNA est donc fonctionnel avec son codon d'initiation alternatif GUO. 
Mais sachant que c'est la première fois qu'un codon d'initiation alternatif a été 
rapporté dans un gène d'immunoglobuline fonctionnel, la question 
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qui se pose est : comment cette initiation affecte-t-elle l'efficacité de traduction? 
Sera-t-elle inhibée comme dans le cas de l'a.-1 globin humain? ou sera-t-elle 
activée? 
Logiquement, selon les résultats de ce projet si les V'A. du boeuf fonctionnels sont 
limités et sachant l'importance de leurs fonction dans la diversité on pencherait plus 
vers le fait que le codon GUG permettrait une traduction plus efficace. Mais ceci 
reste à vérifier et l'une des procédures serait l'expression "in vitro" de ce gène, afin 
de vérifier son efficacité de traduction. 
4. 3 Hypothèse concernant la génération de la diversité des gènes 
d'immunoglobulines chez divers organismes. 
4. 3 .1 Chez le poulet 
Les publications de Reynaud et al., (1989) ainsi que MacCormack et Thompson, 
(1990) ont mis à jour des faits très intéressants sur le système immunitaire du 
poulet. Ils se résument à trois observations: Premièrement, les loci des chaînes 
légères et lourdes d'immunoglobulines Chez le poulet ne contiennent qu'un seul 
gène V fonctionnel. Deuxièmement, un événement unique de réarrangement des 
gènes d'immunoglobulines se produit durant le développement embryonnaire de 
cette espèce. Finalement, la génération du répertoire d'anticorps se fait par des 
phénomènes de conversion ou hyperconversion de gènes. En effet, chez le poulet, 
les chaînes légères exprimées sont du type Â. dont le locus comprend un J'A.-CÂ. et 
un seul V'A. fonctionnel (VÂ.1), se trouvant à 2Kb en aval d'un ensemble de 25 VÂ 
s'étalant sur 19 Kb et qui sont tous des pseudogènes soit par manque de séquence 
leader, ou de séquences heptamères, nonamères ou tout simplement par délétion 
(une organisation similaire semble exister pour le locus de chaînes lourdes VH). 
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Donc, de ceci découle un système de réarrangement de gènes particuliers se faisant 
définitivement très tôt durant le développement embryonaire (avant le 14ième jour) et 
probablement de manière simultanée pour les chaînes lourdes et légères. Ceci met 
en question le phénomène d'exclusion allélique. Tous ces faits donnent lieu à un 
mécanisme très intéressant de génération de diversité qui se fait dans la bourse de 
Fabricius. Ainsi, le séquençage des VÂ. à différentes étapes de développement a 
montré (Reynaud et al., 1989) que les VÂ.1 réarrangés présentent une séquence de 
plus en plus différente avec le temps (12% de modification après trois semaines de 
couvée). Ces différences de quelques nucléotides à 120 pb sont des régions 
appartenant aux pseudo VÂ. flanquants et assurant une variabilité importante au VÂ. 
fonctionnel par des phénomènes de conversion ou d'hyperconversion, qui selon les 
estimations se font à très grand taux (10 à 20 conversions par cellule). Dans notre 
cas, si chez le boeuf les VÂ. fonctionnels sont limités et si l'existence de plusieurs 
pseudo VÂ. est vérifiée, un mécanisme d'hyperconversion serait une hypothèse 
possible de génération de la diversité. 
4.3.2 Chez le lapin 
Becker et Knight, (1990) ont montré que la diversification des chaînes lourdes 
d'immunoglobulines chez le lapin est également assurée par un phénomène de 
conversion de gènes. En effet, le clonage de plusieurs gènes codant pour des 
régions variables VH des chaînes lourdes des immunoglobulines chez le lapin, a 
montré, que VHl est le seul gène qui est toujours utilisé lors des réarrangements, 
puisque la majorité de sa séquence est toujours retrouvée aprés la transcription et la 
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traduction. Les autres VH de la lignée génninale donnent une partie de leurs 
séquence par converti.on pour assurer la diversité de VHL 
4.3.3 Chez la chèvre 
Reynaud et al., (1991) ont publié un article montrant un autre phénomene 
somatique comme source de génération de diversité chez la chèvre (qui se rapproche 
beaucoup du boeuf du point de vue évolutif). En effet, chez la chèvre les IPPs ou 
(plaquettes iléales de Peyer ) qui sont l'équivalent probable de la bourse de 
Fabricius chez le poulet sont constituées de follicules où se fait la prolifération de 
cellules B ayant des IgM de surf ace. Le réarrangement V-J se fait très tôt durant le 
développement comme chez le poulet, puis au sein des follicules de l'IPP il y a une 
diversification des V'A de la chèvre. 
Cependant les résultats de séquençage des différents V'A n'ont pas pu montrer, 
comme c'est le cas chez le poulet, l'existence de gènes "donneurs" qui prouveraient 
une diversité par un phénomene de conversion. La diversité chez la chèvre serait 
assurée par un phénomène d'hypermutation somatique qui se fait à un taux de 0.5 
1Q-4 à 1.2 10-4 /paire de base /division cellulaire et qui toucherait surtout la région 
FR3 des V'A, au niveau de la deuxième ou troisième paire de base des codons. 
4.3.4 Résultats de cette étude chez le boeuf 
Les hypothèses de convertion et d'hypermutation somatique suggèrent donc 
l'existence de sources de génération de diversité autres que la multiplicité des 
régions variables chez differentes espèces animales. Ces hypothèses pourraient être 
également des explications plausibles dans le cas des bovins. 
Le mécanisme de recombinaison à des sites spécifiques comme celui permettant les 
réarrangements V(D)J au sein des loci de régions variables d'immunoglobulines est 
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lié à la transcription de deux gènes "Recombination Activating Genes" RAO 1, 
(Chun et al., 1991) et RAO 2 (Carlson et al., 1991) qui activent le système 
enzymatique permettant les réarrangements dans les fibroblastes. En effet, l'article 
de Carlson et al., (1991) a suggéré l'implication du gène RAG2 exclusivement dans 
le phénomène de conversion permettant la diversité des chaînes 
d'immunoglobulines chez le poulet. Ce gène agirait en CIS et permettrait la 
recombinaison VDJ. Ceci est différet chez les mammifères, où RAO 1 et RAG2 sont 
tous les deux transcrits. Chez le poulet, seul l'ARNm de RAG2 a été détecté et en 
grande quantité dans les cellules B de poulet isolés à partir de la bourse de 
Fabricius. Ceci suggererait que RAG2 pourrait activer spécifiquement le 
phénomène de conversion. 
4. 4 Rôle des pseudogènes dans la génération de diversité 
Un pseudogène est par définition un gène non fonctionnel, Cependant, lors du 
mécanisme d'hyperconversion chez le poulet, les régions des pseudo VÂ. et VH se 
retrouvent recombinées avec des régions de VÂ. et de VH fonctionnelles. Ainsi dans 
le cas du poulet les pseudo V sont impliqués dans la diversité des 
immunoglobulines qui est nécessaire pour la défense humorale de l'organisme. Si 
cette implication des pseudogènes dans une fonction aussi vitale que l'immunité est 
retrouvée chez d'autes organismes, ceci pourrait signifier un rôle des pseudogènes 
dans les systèmes multigéniques . 
4. 5 Perspectives 
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Parmi les perspectives qui pourraient être considérées, une des possibilités serait de 
continuer le séquençage du locus variable des chaînes légères d'immunoglobulines 
de bovins pour déterminer le nombre exact de régions variables fonctionnelles. Une 
autre possibilité serait le séquençage du locus des régions variables des chaînes 
lourdes d'Ig de bovins pour vérifier l'importance de cette source potentielle de 
divérsité. Une troisième possibilité serait de vérifier l'expression de l'ARNm des 
gènes RAO 1 et RAG2 au sein des cellules B de bovins, afin de déterminer leur 
implication dans les mécanismes de recombinaisons. 
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CONCLUSION 
Ce projet a permis la caractérisation génétique (clonage, sous-clonage, 
séquençage et analyse de séquences) de trois fragments, bovin cDNA Lambda 
(leader, VÂ.-JÂ.- CÂ.), PCRVl et PCRV2 du locus des chaînes légères Â. 
d'immunoglobulines chez le boeuf. Cette caractérisation a permis d'émettre des 
hypothèses sur la géneration de diversité des anticorps chez les bovins, 
comparativement aux mécanismes qui existent chez d'autres espèces animales. 
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